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Uber die Bedeutung der Plasmalipoide 
fiir die Suspensionsstabilitat des Blutes. 


Von 
Boérje Ohlson und Olle Rundqvist. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Eingegangen am 28, Februar 1932.) 


Im Laufe des letzten Jahrzehnts wurden eine Reihe von Unter- 
suchungen tiber die Bedeutung der Plasmalipoide fiir die Suspensions- 
stabilitat des Blutes ausgefiihrt, die aber vielfach zu widersprechenden 
Ergebnissen fiihrten. Eine eingehende Behandlung hat jedoch das 
Problem erst kiirzlich in einer Arbeit von H. Theorell' erfahren. 


Diese Arbeit macht eine Diskussion der friiheren, oft mit mangelhafter 
Methodik ausgefiihrten Untersuchungen an dieser Stelle iiberfliissig. Aus 
den Ergebnissen von Theorell geht vor allem folgendes hervor. 

1. Zwischen dem totalen Cholesterin- bzw. Phosphatidgehalt des 
Plasmas und der Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen besteht 
keine Korrelation. 2. Es liegt eine starke negative Korrelation vor zwischen 
Senkungsgeschwirdigkeit und der Menge Cholesterin, die mit Ather aus 
Plasma leicht ausgeschiittelt werden kann. 3. tholesterin in vitro (mit 
Hilfe von Na-Oleat) in klarer Lésung dem Plasma zugesetzt, hat einen 
stark hemmenden EinfluB auf die Sedimentation der Erythrocyten. Das 
zugefiihrte Cholesterin wird teilweise von den Blutkérperchen adsorbiert. 
Die negative Ladung der letzteren wird dabei nachweisbar erhéht, woraus 
sich die stabilisierende Wirkung des zugesetzten Cholesterins erklart. 

Aus Ausschiitthungsversuchen mit Ather zieht Theorell ferner den 
SchluB, daB das Plasmacholesterin verhaltnisin: Big fest an Fibrinogen 
und Euglobulin, nicht aber (oder in geringerem MaBe) an Albumin gebunden 
ist. (Zu gleichartigen Ergebnissen hinsichtlich Euglobulin und Albumin 
sind friiher auch Handovski? sowie Gardner und Gainsborough® gelangt.) 
Theorell stellt also die Hypothese auf, da8 nur von Fibrinogen und Globulin 


1 Theorell, diese Zeitschr. 223, 1, 1930; weitere Literatur siehe §S. 8 
bei Theorell sowie Magistris, Ergebn. d. Physiol. 31, 233, 1931; vgl. auch 
Westergren, Theorell u. Widstrém, Zeitschr. f. exper. Med. 75, 668, 1931. 
2 Handovski, Pfliigers Arch. 210, 35, 59, 63, 1925. 
3 Gardner u. Gainsborough, Biochem. J. 21, 141, 1927. 
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ungebundenes, leicht mit Ather extrahierbares Cholesterin hemmenden 
EinfluB auf die Aggregation und Sedimentierung der Blutkérperchen 
ausiibt. (Das in vitro zugesetzte Cholesterin war groBenteils mit Ather 
ausschiittelbar.) Er zieht die Méglichkeit in Betracht, daB die Abnahime 
der Suspensionsstabilitat, die besonders bei infektiésen Krankheiten auf- 
tritt, nur teilweise eine direkte Folge der dabei meistens vorhandenen 
Fibrinogen-Globulinzunahme sei und teilweise dadurch zustande komme, 
daB die Zunahme von Fibrinogen und Globulin eine Abnahme des un- 
gebundenen, stabilisierenden Cholesterins herbeifiihrt. 


Die Annahme, daB die Lipoide einen Einflu8 aut die Suspensions- 
stabilitat des Blutes haben, scheint also ziemlich gut begriindet zu sein. 
Unentschieden bleibt jedoch immer noch die wesentliche Frage, von 
welcher GréBe dieser EinfluB im Verhaltnis zu dem nicht angezweifelten 
direkten EinfluB der Proteinstoffe ist. Es ist darauf hinzuweisen, da$ 
die starke Korrelation zwischen der Menge des leicht ausschiittelbaren 
Cholesterins und der Senkungsgeschwindigkeit nicht zu dem Schluss 
berechtigt, da hier ein direkter Kausalitétszusammenhang vorliegt. 
(Auch Theorell zieht keinen derartigen SchluB.) Die gefundene Korrela- 
tion kann einfach ein Ausdruck dafiir sein, daB die genannte Chole- 
sterinmenge sowie die Senkungsgeschwindigkeit jede fiir sich in naher 
Abhangigkeit von dem Fibrinogen-Globulingehalt steht. Es besteht 
natiirlich auch keine GewiBheit dariiber, daB das native Plasmachole- 
sterin dieselbe Wirkung besitzt wie das mit Hilfe von Seife in vitro 
dem Plasma zugesetzte Cholesterin. 


Nach dem Obigen ist es also denkbar, daB die Lipoide verhiltnis- 
maBig groBen Einflu8 auf die Suspensionsstabilitaét ausiiben; anderer- 
seits ist es jedoch keineswegs ausgeschlossen, daB dieser Einflu8 im 
Vergleich zu demjenigen der Proteinstoffe des Plasmas von ganz unter- 
geordneter Bedeutung ist. 


Um cliese Frage naiher zu behandeln, haben wir einen Weg betreten, 
der im ersten Augenblick vielleicht etwas gewagt erscheinen kann, der 
sich aber als gangbar erwiesen hat. Dem naheliegenden Versuch, die 
Senkungsgeschwindigkeit vor und nach Extraktion der Lipoidstoffe 
aus dem Plasma zu priifen, stellt sich in erster Linie die Schwierigkeit 
entgegen, daB bei den iiblichen Extraktionsverfahren die EiweiS- 
stoffe denaturiert werden. 


Schon 1910 haben jedoch Hardy und Gardiner! ein Verfahren mit 
geteilt, nach dem es méglich sein sollte, praktisch lipoidfreie, nicht dena- 
turierte Proteinstoffe darzustellen. Das Prinzip des Verfahrens besteht in 
einer Entwasserung der Proteinlésung durch Behandlung in der Kilte 
(etwa — 5 bis — 10°C) mit Alkohol (oder Aceton) und nachheriger Extrak- 
tion mit Alkohol-Ather und Ather, erschépfender Extraktion mit Ather 


1 Hardy u. Gardiner, J. of Physiol. 40, 68, 1910. 
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und Trocknen im Vakuum. Spéater wurde von mehreren Forschern, unter 
anderem von S. P. Sérensen', bestatigt, daB es nach diesem Prinzip gelingt, 
die Lipoide ohne irgendeine nachweisbare Verainderung der EiweiSstoffe 
zu entfernen. 

Die angefiihiten Tatsachen veranlaBten uns, zu prifen, ob es nicht 
mit Hilfe eines entsprechenden Verfahrens méglich ware, ein Plasma 
herzustellen, das dem nativen Plasma in allem wesentlichen gleich ist 
und sich von diesem nur dadurch unterscheidet, daB es keine Lipoide 
enthalt. Aus den folgenden Darlegungen ergibt sich, inwiefern uns 
dies tatsichlich gelungen ist. 


Nach verschiedenen Vorversuchen entschieden wir uns fiir folgendes 
Verfahren, das sich an eine von Hewitt * angegebene Methodik anschlieBt. 
Das mit einer Spritze aus der Armvene entnommene Blut wird mit 
0,2 Volumen 3°%iger Na-Citratlisung gemischt und sogleich zentri- 
fugiert. Kine genau abgemessene Menge Plasma (6 bis 12 cem) wird 
auf 0° C gekiihlt und dann mit 6 Volumen eines Alkohol-Athergemisches 
(3 Volumen Alkohol, 1 Volumen Ather) von — 15°C versetzt. Nach 
zweistiindigem Stehen bei — 15 bis — 20° wird die Mischung einige 
Minuten zentrifugiert (wobei die Temperatur bei unseren Versuchen 
nicht tiber — 5° stieg), die klare, iiberstehende Lésung durch ein ge- 
hartetes Filter im Platinkonus abgenutscht und der Niederschlag auf 
das Filter gebracht. Gewaschen wird mit 2 Volumen Alkohol-Ather 
von — 15° und 4 Volumen trockenem Ather von derselben Temperatur. 
(Durch das Zentrifugieren konnte die Dauer des Filtrierungsvorgangs 
betrachtlich abgekiirzt werden, was wegen der Schwierigkeit, die 
Proteinfallung wahrend einer langwierigen Filtrierung vor unerwiinschter 
Temperaturerhéhung zu schiitzen, von wesentlicher Bedeutung war.) 


Sodann wire. die Fallung mit dem Filtrierpapier in den Sozhlet 
eingebracht und 6 Stunden lang mit iiber Natrium siedendem Ather 
extrahiert. Darauf wird im Vakuum, zuletzt iiber Phosphorpentoxyd 
bei Zimmertemperatur zur Gewichtskonstanz getrocknet und die 
Fallung mit dem Filter zur Wagung gebracht. Der gréBte Teil der 
schneeweiBen Fallung kann jetzt mit Leichtigkeit vom Filter abgelést 
werden; das Gewicht derselben wird nach erneutem Trocknen des 
Filters durch Differenzwigung bestimmt. 


In dem Alkohol-Ather lésen sich nicht nur Lipoide, sondern auch 
ein Teil der kristalloiden Substanzen des Plasmas*. Um die letzteren 


1 Sérensen, Meddel. fr. Carlsberg Lab. 8, Nr. 5, 1930. 

2 Hewitt, Biochem. J. 21, 216, 1927. 

% Spuren von EiweiB, die im Alkohol-Ather in Lésung gingen, flockten 
wahrend zwei- bis dreistiindigem Stehen bei Zimmertemperatur aus und 
wurden abfiltriert. 


17° 
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zuruckzugewinnen, wurde der zum Fallen und Waschen verwendete 
Alkohol-Ather zusammen mit dem Waschather im Vakuum eingedampf/t 
Der Riickstand wurde zuerst mit Ather, dann mit Wasser extrahiert 
Die Atherlésung wurde mit Wasser geschiittelt, die Wasserlésung mit 
Ather. Die beiden Wasserextrakte wurden sodann im Vakuum bei 
einer + 40° nicht iibersteigenden Temperatur zur Trockne eingedamptt 
Der an den Wianden des Destillierkolbens haftende Riickstand wurde 
mit trockenem Ather gewaschen, wieder getrocknet und in einer Wasser- 
quantitat, die etwas kleiner war als das im Versuch verwendete Plasma- 
volumen, gelést. Hierin wurde nun der Niederschlag gelést (leichtes 
Umschwenken ab und zu wahrend ein- bis zweistiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur in einem in 0,1 ccm gradierten Zentrifugenréhrchen) 
Nachdem alles klar in Lésung gegangen war, wurde vom Schaum und 
von eventuell vorhandenen Filtrierpapierfadchen abzentrifugiert und 
mit Wasser auf das berechnete Volumen aufgefiillt. Durch Kontroll- 
versuche tiberzeugten wir uns davon, da’ sowohl die obengenannte 
Wasserlésung als auch der Niederschlag nur belanglose Spuren von 
Cholesterin enthielten. 


Die Blutkérperchen, die wahrend dieser Operationen in isotonischen 
Kochsalzlésungen im Eisschrank aufbewahrt worden waren, wurden 
jetzt scharf zentrifugiert und teils dem nativen, teils dem lipcidfreien 
Plasma zugesetzt. Die Senkungsreaktion wurde nach Westergrens 
Technik ausgefiihrt. Fast immer wurden Doppelbestimmungen gemacht. 
Die Ablesung der Senkung erfolgte nach 1 Stunde. Die Versuche nahmen 
wir teils an normalsenkendem Blut von sieben gesunden Personen vor, 
teils an schnellsenkendem Blut von drei Graviden und Von vier Tuber- 
kulosepatienten, 


Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt, Bei normal- 
senkendem Blut iibersteigt die Differenz der Senkungswerte in nativem 
und lipoidfreiem Plasma in keinem Falle die Fehlergrenzen der Methode. 
Dies kann unseres Erachtens nur bedeuten, daB die Plasmalipoide im 
Normalblut keinen nennenswerten EinfluB auf die Suspensionsstabilitat 
des Blutes ausiiben. Die schnellsenkenden Blutarten geben im wesent- 
lichen dasselbe Resultat. Uberall sind die Senkungswerte im nativen 
und lipoidfreien Plasma von derselben GréBenordnung. Verhaltnis- 
maBig unbedeutende Differenzen kommen allerdings vor, besitzen aber 
wechselndes Vorzeichen (vgl. einerseits Versuche 8, 13, 14, andererseits 
Versuche 11, 12). Die Abnahme der Suspensionsstabilitdt des Blutes bes 
Graviden und Tuberkulosen kann also offenbar nicht auf Verdnderungen 
hinsichtlich der Lipoide zuriickgefiihrt werden. Man ist unseres Erachtens 
berechtigt, anzunehmen, daB dies fiir die Erniedrigung der Suspensions- 
stabilitat im allgemeinen gilt. 
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Tabelle I. 
7 . S. R. 60 Min. Plasma Vol. 
yersuc : outs i ees oe 
a er pe ee Plasma Stuthtepenshen Vel. 

— B. 0. ” ‘/ 1 :0,8 
ae A. T. | .” - saa 
nia I. A. | ; + t =@7 
sine R. | : “ | 1 :07 
wail K. L. | 's : : 3607 
sia B. F. 05 “ 1 0,7 
7 | 2 2 - 
Normal B. 0. | 2 9 1 :0,7 
poe 8 4 1 :0,6 
‘ieartdn | ¥ 1 :0,6 
Gravida | 102 4 | 0,7:0,8 
The FL || 198 118 | 0,7:0,8 
rhe G3. 90 = | 0,7: 0,8 
mix 1g a | arr 
The G.D. {| $0 i | 0,7:0,3 


Es kénnte vielleicht der Einwand erhoben werden, daB ein in 
Wirklichkeit vorhandener EinfluB der Lipoide in unseren Versuchen 
dadurch nicht in Erscheinung trat, daB er von einem in entgegen- 
gesetzter Richtung wirkenden Effekt einer durch die Extraktions- 
behandlung verursachten EiweiBverainderung verdeckt wurde. Es 
ist jedoch sehr unwahrscheinlich, daB zwei derartige entgegengesetzte 
Einfliisse einander in allen Versuchen fast vollstaéndig kompensiert 
hitten. Ubrigens liegt kein Anzeichen einer EiweiBverinderung im 
lipoidfreien Plasma vor. Die klare Wiederauflésung des EiweifBnieder- 
schlags in der Plasmasalzlésung zeigt, daB keine Denaturierung der 
Proteine stattgefunden hat. Es kénnten aber natiirlich wenig tief- 
greifende Verainderungen eingetreten sein. Da von den Faktoren, von 
denen man wei®, daB sie auf Aggregation und Senkungsgesch windigkeit 
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einwirken, die Mengenverhaltnisse der Plasmaproteine als die ai 
weitaus wichtigsten bekannt sind (Fahraeus!), haben wir nachgepriifi 
ob die Mengen von Fibrinogen, Globulin und Albumin, die bei fraktio- 
nierter Aussalzung ausgefallt werden, im nativen und im lipoidfreien 
Plasma gleich sind. Wie aus Tabelle II ersichtlich, ist dies der Fal! 


Tabelle II. 


Versuch 1. 





Fibrinogen + Globulin 


9% 


Natives Plasma 2.65 
Lipoidfreies Plasma 2,70 


Versuch 2. 





Fibrinogen Globulin 


0 
0 


Natives Plasma 0,43 
Lipoidfreies Plasma 0,44 


Versuch 3. 





Fibrinogen Globulin Albumin 


0 ry | 0! 


Natives Plasma 0,42 « 38 3,16 
Lipoidfreies Plasma 0,44 / 3,18 


Das Fibrinogen wurde durch 27°(ig. Sattigung mit Ammonium- 
sulfat, das Globulin durch Halbsattigung niedergeschlagen. Die aus- 
gefallten EiweiBmengen wurden in iiblicher Weise gravimetrisch- 
bestimmt. 


Erst gegen Ende unserer Untersuchung wurden wir auf einen 
bemerkenswerten Unterschied zwischen nativem und _lipoidfreiem 
Plasma aufmerksam. Die Wasserstoffionenkonzentration des bei den 
Versuchen verwendeten Nativplasmas lag bei pu 7,7 bis 7,9, die des 
lipoidfreien Plasmas um eine ganze pu-Kinheit héher. (Diese Ver- 
schiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite beruht wohl sicher 
auf einer effektiven CO,-Austreibung wihrend der Extraktionsvorginge. ) 
Bei pu 8,7 bis 8,9 befindet man sich nun schon nahe an der Stabilitats- 


1 Fahraeus, Acta Med. Scand. 65, 1, 1921; Physiol. Rev. 9, 241, 1929 
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yeenze des Serumglobulins (Svedberg und Sjégren'), aber wahrscheinlich 
noch innerhalb derselben. Auch wenn also angenommen werden kann, 
daB die Reaktionsverschiebung im lipoidfreien Plasma nicht zur Des- 
integration der Proteine gefiihrt hat, so hat sie doch wahrscheinlich 
andere Veranderungen zur Folge gehabt (namentlich in bezug auf die 
Ladung der EiweiBteilchen und auf die Viskositaét), von denen a priori 
erwartet werden kann, daB sie die Sedimentierung beeinflussen. An- 
gestellte Versuche zeigten jedoch, daB die Reaktionsveranderung, um 
welche es sich hier handelte, ohne merklichen EinfluB auf die Senkungs- 
geschwindigkeit war. 

In einem Versuch, bei dem die Senkung im nativen Plasma nach 
| Stunde 1,5 mm und im lipoidfreien Plasma 2 mm betrug, wurde die 
Wasserstoffionenkonzentration des letzteren mit Hilfe von CO, auf 
diejenige des Nativplasmas gebracht. Auch in diesem CO,-behandelten 
lipoidfreien Plasma betrug die einstiindige Senkung 2mm. Wiederholte 
Versuche gaben dasselbe Resultat. 


Die mehrstiindige Aufbewahrung des Blutes oder einer seiner 
Hauptkomponenten bei etwa + 30 bis + 48° fiihrt zu einer Zunahme 
der Suspensionsstabilitat, die bei Temperaturen von etwa + 40° héchst 
bedeutend ist. Diese schon friiher beobachtete Erscheinung wurde 
zuerst von Fahraeus? naher studiert. Von den Voraussetzungen aus- 
gehend, daB diese Erscheinung den Charakter eines von einer physikali- 
schen Veranderung im Blute verursachten Phainomens besitzt und dab 
die Oberflachenschicht der Erythrocyten wahrscheinlich zum GroBteil 
aus Lipoiden besteht, hat der genannte Verfasser* die Méglichkeit 
in Betracht gezogen, daB die Erscheinung in Beziehung zu einer physika- 
lischen Veraénderung der Blutlipoide bei den betreffenden Temperaturen 
steht. Theorell hat in seiner anfangs angefiihrten Arbeit gefunden, 
daB die Menge leicht ausschiittelbaren Cholesterins sowie die Lipoid- 
quote, die bei Halbsaittigung mit Ammoniumsulfat ausfallt, bei Warme- 
behandlung des Plasmas nicht veraindert wird. Er hat somit keine 
Anhaltspunkte fiir eine Beziehung der Lipoide zu dieser Erscheinung 
gefunden. Da jedoch diese Befunde einen solchen Zusammenhang 
natiirlich nicht ausschlieBen, haben wir in einigen Versuchen teils 
natives, teils lipoidfreies Plasma wahrend 6 bis 8 Stunden bei + 41° 
aufbewahrt und danach die S. R. bestimmt. Wie aus Tabelle ITT er- 
sichtlich, tritt im lipoidfreien Plasma keine Stabilisierung auf. 


1 Svedberg u. Sjégren, J. Amer. Chem. Soc. 52, 2855, 1930. 
2 Fahraeus, |. c. 
3 Derselbe, Acta Path. et Microbiol. Scand. 2, 323, 1925. 
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Tabelle III. 





Views Ohne Achtstiindige Wairmebehandluny 


Plasma Warmebehandlung 
S. R. 60 Min. ay 
Nr. S. R. 60 Min. 





Natives 
Menschenblut 


Lipoidfreies 


—— 


oo GMWo om 


2* Natives 
Menschenblut 


Lipoidfreies 


ee La 
oo 


€ 


Pferdeblut 


Natives 
Lipoidfreies 86 


* Bei diesem Versuch wurde pq im lipoidfreien Plasma mit CO, auf denselben Wert 
wie im nativen Plasma gebracht. 


Diese Ergebnisse stiitzen die Annahme, daB die Warmestabilisation 
in enger Abhangigkeit steht von Verénderungen hinsichtlich der Lipoide, 
die durch die Erwirmung verursacht werden. 


Zusammenfassung. 


Die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen im Plasma, 
das ohne Denaturierung der Proteine von Lipoiden befreit worden ist. 
weicht weder in normalsenkendem noch in Blut mit erhéhter Senkung 
wesentlich von der Senkungsgeschwindigkeit in lipoidhaltigem nativem 
Plasma ab. Die Plasmalipoide scheinen demnach keinen oder héchstens 
einen unbedeutenden EinfluB auf die Suspensionsstabilitat des Blutes 
zu besitzen. Die Zunahme der Suspensionsstabilitaét, die nach Warme- 
behandlung von nativem Plasma auftritt, bleibt im lipoidfreien 
Plasma aus. 


Die oben behandelten Untersuchungen wurden auf Vorschlag von 
Herrn Professor G. Blix und unter seiner Leitung ausgefiihrt. 








Ww. 


andlung 
12 Std 
j 
) 
Dilatometrische Untersuchungen bei Fermentprozessen. 
II. Mitteilung: 
Studien an Di- und Trisaccharidspaltungen. 
Von 

Peter Rona, Nelly Neuenschwander-Lemmer und Harry Fischgold. 

ven Wert 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 
isation , 
(Eingegangen am 20. Februar 1932.) { 


ipoide, 
Mit 5 Abbildungen im Text. 

In einer vorangehenden Arbeit! wurde gefunden, daB bei der 
Saccharose- und Maltcsespaltung Volumenanderungen auftreten, die 
lasma, bemerkenswerterweise. pro Mol gespaltenen Zuckers verschiedene 
en ist, Betrige aufweisen. So fanden wir, unabhangig von Konzentration, 
nkung Temperatur und Art der Spaltung (durch Ferment oder verdiinnte 
ativem Saure) fiir Saccharose pro Millimol Spaltung eine Volumenabnahme 
hstens von rund 6cmm, dagegen bei der Maltosespaltung pro Millimol eine 
Blutes Volumenabnahme von rund 3,lemm. Dieser Befund veranlaBte uns, 
— auch bei anderen Polysacchariden die bei der Spaltung auftretende 
freien Volumeninderung quantitativ zu bestimmen. Dabei leitete uns der 
Gedanke, ob sich dabei vielleicht bestimmte GesetzmaBigkeiten auf- 
mn decken lieBen; zu denken wire an einen Zusammenhang zwischen 


Volumenanderung und Art der zu lésenden Bindung oder zwischen 
Volumenanderung und der Konstitution der beteiligten Verbindungen. 


Methodik. 


Wir untersuchten stets nur eine Konzentration des betreffenden 
Zuckers, da wir aus den Ergebnissen der ersten Mitteilung uns fiir 
berechtigt hielten, anzunehmen, daB die Volumenwerte von der Kon- 


1 Rona u. Neuenschwander, diese Zeitschr. 235, 214, 1931. 
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zentration unabhangig sind. Wir benutzten dieselben Dilatometer, wie in 
der ersten Arbeit angegeben. Die Dilatometer befanden sich in einem 
groBen Thermostaten, dessen Temperatur je nach ZweckmaBigkeit auf 
27 bis 37° eingestellt war. Vor Fiillung der Dilatometer wurden die Versuchs 
lésungen aufgekocht (Zucker, Puffer, Wasser) und dann in das Wasserbad 
eingehaingt und simtlich, besonders auch die Fermentlésung, an der Wasser 
strahlpumpe evakuiert. Nach der Einfiillung (vgl. erste Mitteilung) wurde 
unter Schiitteln bis zur Erreichung der Temperaturkonstanz etwa 10 Minuten 
gewartet und dann die erste Ablesung vorgenommen. Gleichzeitig wurde 
dem Vorratskolben, der in demselben Wasserbad hing, eine Probe ent- 
nommen und auf den Zuckergehalt mittels Polarisation und Titration 
analysiert. 


Polarisation. Untersucht wurde das Drehungsvermégen im 1- oder 
2-dm-Rohr bei Zimmer- oder Versuchstemperatur, bei Na-Spektrallicht 
mit und ohne Zusatz von etwa 2n Na,CO,-Lésung. Der einzelne Unter- 
suchungsmodus wird bei den entsprechenden Versuchen angegeben. 


Titration. Angewandt wurde die Methode von Willstdtter-Schudel' 
in der Modifikation von Bodldénder-Auerbach*?. Finer ungefahr 100 mg 
reduzierenden Zucker enthaltenden Probe wird n/10 Jodjodkaliumlésung 
zugegeben in solechem UberschuB, daG '/, bis '/, davon unverbraucht bleibt; 
dann werden 109ccem 0,2 mol. Carbonatbicarbonatpuffer (je 50cem) zugegeben. 
Die Mischung wird im Dunkeln 1'/, bis 2 Stunden stehengelassen, dann mit 
25” )iger Schwefelséiure angesiuert und das iibriggebliebene Jod mit n/10 Na- 
triumthiosulfat zuriicktitriert. Der Verbrauch des Thiosulfats wird von dem- 
jenigen abgezogen, der am gleichen Tage vom blinden Versuch fiir die 
gleiche Menge Jodlésung, Carbonat und Schwefelséiure verbraucht wurde. 
Von der Differenz entspricht 1ecm n/10 Thiosulfatlésung 1'/.) Millimol 
Zucker mit einer reduzierenden Aldehydgruppe (9,005 mg Glucose bzw. 
18.01 mg kristallwasserhaltiger Lactose oder Maltose usw.). 


inthielten die Ansiéitze Ferment, so wurden die Proben zuerst ent- 
eiweiBt. Nach Rona und Michaelis* wurden die Versuchsproben mit einer 
bestimmten Menge Kolioidalem Eisenhydroxyd (Merck) versetzt, gegebenen- 
falls wurde etwas festes K,SO, zugefiigt und das Ganze auf das doppelte 
Volumen aufgefiillt. Der gebildete Niederschlag wurde abzentrifugiert 
und im Zentrifugat die Reduktion und Drehung bestimmt. 


I. Fermentative Hydrolyse und Hydrolyse mit verdiinnter Sdure. 


1. Lactosespaltung mit Emulsin. (Lactose = 4 8-Galaktosido-Glucose)‘. 


Wir verwandten Saccharum Lactis D. A. B. 6 Kahlbawm. Drehung 
[x]}; = 52,5° fiir wasserhaltige Lactose, 55,3° fiir wasserfreie Lactose. 
Das Emulsin stellten wir uns nach der Vorschrift von Willstdtter und 
Csdnyi® dar. 


1 Willstatter u. Schudel, Ber. Deutsch. chem. Ges. 51, I, 780, 1918. 
2 Bodlander u. Auerbach, Zeitschr. f. angew. Chem. 28, 602, 1923. 
3 Rona u. Michaelis, diese Zeitschr. 7, 332, 1908. 

4 Nach Pringsheim, Die Polysaccharide, 1931. 

5 Willstdtter u. Csinyi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 173, 1921. 








wie in 
einem 
it auf 
suchs 
erbad 
asser 
wurde 
nuten 
wurde 
> ent- 
ration 


oder 
llicht 


Inter- 


vudel! 
0 mg 
dsung 
leibt ; 
eben. 
n mit 
0 Na- 
dem- 
r die 
urde. 
limol 
bzw. 


ent- 
einer 
snen- 


pelte 
igiert 


se) 4. 
tung 
tose. 
und 





Dilatometrische Untersuchungen bei Fermentprozessen. II. 259 


Wir gingen von bitteren Mandeln aus, die zur Enthiéiutung '/, Stunde 
in Wasser von 60 bis 70° gelegt wurden. Nach dem Schilen wurden die 
Mandeln zur oberflachlichen Trocknung auf Filtrierpapier iiber Nacht 
liegengelassen, am néchsten Tage in der Mandelreibe zerkleinert und in 
der hydraulischen Presse bei 250 Atm. Druck vom gréBten Teil des Mandel- 
ols befreit. Der PreBkuchen wurde nochmals in der Mandelreibe zerkleinert 
und wiederholt mit der dreifachen Menge Ather extrahiert. Die extrahierte 
Masse wurde in einer Miihle staubfein gemahlen und nochmals mit Ather 
extrahiert. 100g des feinen Pulvers wurden mit 400cem n/10 NH, 
verrihrt, nach Zusatz von etwa 200ccm Wasser 3 Stunden geschiittelt 
und dann zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit 100 cem n/2 Essigséure 
versetzt, um einen Teil der Eiwei®kérper auszufillen; der Niederschlag 
wurde abfiltriert, das Filtrat mit der dreifachen Menge Alkohol behandelt 
und der entstandene Niederschlag zentrifugiert und mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Das entstandene Pulver wurde nochmals in der 30fachen 
Menge Wasser gelést und wieder wie oben mit Alkohol unter Zusatz von 
etwas CaCl, behandelt. Das so entstandene Priparat ist in Wasser klar 
léslich und enthalt eine wirksame Lactase. 

Versuchsanordnung. Die Versuchslésung enthielt 10°, Lactose 
und Citratpuffer von pu 4,1 in einer Konzentration von n/20. Die 
Emulsinkonzentration betrug 0,5°,. Wir bereiteten uns eine Stamm- 
emulsinlésung wie folgt: 1g Emulsin wurde in ungefahr 80ccm Wasser 
gelést und unter elektrometrischer Kontrolle durch Zugabe von 
nHCl auf pu4,l gebracht. Der entstandene Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und das Zentrifugat mit destilliertem Wasser auf 
100 com aufgefillt. Fir jeden Versuch wurde diese Lésung frisch 
hergestellt. 

Wir fiillten bei diesen Versuchen je zwei Dilatometer mit dieser 
Versuchslésung, zwei mit der entsprechenden Fermentpufferlésung 
ohne Zucker und eins mit Wasser. Die Fermentpufferansitze ver- 
folgten die Absicht, eine eventuell auftretende Autolyse des Fer- 
ments festzustellen. Da diese beiden GefaBe keinen Unterschied gegen- 
iiber dem GefaiB mit Wasser zeigten, konnte eine Autolyse ausgeschlossen 
und alle drei GefiBe als Temperaturkorrekturen benutzt ‘werden. 
Die Spaltung wurde titrimetrisch und polarimetrisch verfolgt. Da die 
Drehungsainderungen sehr gering waren, legten wir fur unsere Be- 
rechnungen nur die Titrationswerte zugrunde. Fir die Titration ent- 
nahmen wir aus der Zucker-Ferment-Pufferlésung gleichzeitig mit der 
Notierung der Volumenanderungen in den Dilatometern je 12,5 ccm, 
fiigten dazu zum EnteiweiBen 5ccm kolloidales EKisenhydroxyd und 
fiillten auf 25ccm auf. Der Niederschlag wurde sofort abzentrifugiert 
und die wasserklare Lésung im Eisschrank bis zum nachsten Tag zur 
Titration aufbewahrt. Wir haben uns in Vorversuchen davon tber- 
zeugt, daB beim Stehen itiber Nacht im Eisschrank keine Anderung in 
der Reduktionskraft auftritt. Die Titration erfolgte mit 4ecm des 
Zentrifugats (also 2ccem der Versuchslésung) und 30cem n/10 Jod- 
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Jodkalilésung. Den Zuckergehalt ermittelten wir als Differeny 
zwischen den Titrationswerten der Versuchslésung und der Kontroll- 
lésung (mit Emulsin ohne Zucker), da wir auf diese Weise die Eigen 
reduktion des Ferments eliminieren konnten. Bei der Lactosespaltung 
entstehen aus 1 Mol Lactose, das eine freie Aldehydgruppe enthalt, 
1 Mol Galaktose und | Mol Glucose mit je einer freien Aldehydgruppe 
Es wird also bei vollkommener Aufspaltung das Reduktionsvermégen 
verdoppelt. Da 18,01 mg Lactcse.1H,O 1 cem n/10 Jodlésung 
nach vollkommener Aufspaltung die entstandene Glucose und Galaktose 
2eem der Jodlésung verbrauchen, entspricht die Reduktionszunahme 
von leem n/10 Jodlésung einer Spaltung von 18,01 mg Lactose. 

Die angewandten Dilatometer hatten einen Inhalt von 50 ccm. 


Wir geben im folgenden als Beispiel eine Versuchsreihe wieder. 


Tabelle I. t = 37°. 





Zunahme Lactose- 

| Volumenabnahme = des J-Ver-  spaltung in Bemerkungen 
| in emm brauchs mg bezogen 
in eem auf 50cem 


35 Min.) 4,1 4,2 0,S 428 a ay eg ~_~ 

4 po ation erhé Man fur 
11,3 11,5 ea 925 die Spaltung von ig 
14,7 15,0 " 1282 Lactose 11,8emm, d. h 
18.6 18,6 1510 fiir 1 Millimol Lactose 


> oF y y ab- 
209 91.2 1960 + lh cea Volumenab 


a 





2 
; Pro tg éactaseumsate ~ 
| Shane Ot Ree 





WOO 800 G0 UW 200 200 
Mg LaCTOSE 


Abb. 1. Lactosespaltung in Emulsin. 


Wir fanden fiir die fermentative Lactosespaltung eine Volumen- 
abnahme von im Mittel 11,5 cmm pro 1 g, das entspricht 4,2 emm pro 
Millimol Lactosespaltung. 
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Cellobiosespaltung mit Emulsin.  (Cellobiose = 4 8-Glucosido- 
Glucose. ) 


a) Darstellung der Cellobiose. Wir stellten die Cellobiose durch Ver- 
seifen des Cellobioseoktacetats dar. Bei der Herstellung des Oktacetats 
arbeiteten wir im allgemeinen nach der Vorschrift von Hess und Friese}. 
|Acetolyse von Baumwolle (Watte) mit Essigsiure und Essigsiureanhydrid 
und Schwefelsdure.}| Zum Umkristallisieren lésten wir das rohe Oktacetat 
in heiBem Chloroform und gaben etwa die vierfache Menge Methylalkohol 
zu, Temperatur 62 bis 65°. Beim Abkiihlen und Stehen iiber Nacht scheidet 
sich die Cellobiose in fast quantitativer Ausbeute wieder aus. Das wiederholt 
umkristallisierte reine Cellobioseoktacetat wurde nach der Methode von 
Zemplén® verseift. Die Cellobiose wurde umkristallisiert durch Lésen in 
wenig heiBem Wasser und Zugabe von soviel Aceton, daB gerade noch nichts 
ausfallt. Die bei 35° getrocknete Cellobiose hatte noch einen Wassergehalt 
von 4,80°%. Bei 120° getrocknete Proben waren wasserfrei und ergaben 
folgende Analysendaten: C = 42,2 °% (gef.), 42.08°,, (ber.). H = 6,35 (gef.), 
6,47 (ber.). Unsere Cellobiose war somit vollkommen rein. [a]; der wasser- 
freien Cellobiose betrug 33,6°. Unsere Versuche fiihrten wir mit der 4,8°,, 
wasserhaltigen Cellobiose aus [«]#) = 32,0° und rechneten die Daten auf 


wasserfreie Cellobiose um. 


b) Spaltung der Cellobiose. Vorversuche zeigten, daB sich die 
Cellobiose mittels kauflichem Emulsin (Frankel und Landau) sehr leicht 
spalten 1aBt. 


Versuchsanordnung. Die Versuchslésung enthielt 2°, Emulsin und 
4°. Cellobiose in n/200 Acetatpuffer von po = 4.1. Das Emulsin wurde vor 
Ansatz des Versuchs in Wasser gelést und mit n H Cl unter elektrometrischer 
Kontrolle auf po = 4,1 gebracht. Der entstandene Niederschlag wurde 
abzentrifugiert und das klare, hellgelbe Zentrifugat auf das gewiinschte 
Volumen mit Wasser aufgefiillt. Wir fiillten bei diesen Versuchen je zwei 
Dilatometer von 50ccm Inhalt mit dieser Versuchslésung, je zwei mit 
der entsprechenden Emulsin-Pufferlésung ohne Zucker zur Kontrolle einer 
eventuellen Autolyse des Emulsins und je zwei mit Wasser zur Tempe- 
raturkontrolle. Daneben verfolgten wir die Spaltung auch titrimetrisch 
und polarimetrisch. Fir die Berechnung der jeweiligen Zuckerspaltung 
benutzten wir die titrimetrischen Werte, da die polarimetrischén Werte 
absolut zu klein waren, um eine genaue Bestimmung zu ermdglichen. 
Versuchs- und Kontrollésung behandelten wir in derselben Weise, wie 
bei der Lactosespaltung angegeben. 

Die Zuckerwerte ermittelten wir wieder als Differenzen der Werte 
der Versuchs- und Kontrollésung. Zur Titration wurden 7,5 ccm des ent- 
eiweiBten Zentrifugats mit 35ccm n/10 Jodlésung versetzt. Bei der 
Cellobiosespaltung liefert 1 Mol Cellobiose mit einer reduzierenden Aldehyd- 
gruppe 2 Mol Glucose; somit wird bei 100°,iger Spaltung die Reduktion 
verdoppelt. Danach entspricht die Zunahme des Jodverbrauchs von | cem 
einer Spaltung von 17,1 mg wasserfreier Cellobiose. 


Als Beispiel geben wir einen Versuch wieder. 


1 Liebigs Ann. 456, 38, 1927. 
2 Ber. Deutsch. chem. Ges. 59, 1258, 1926. 
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&= 37°. 





Zunahme 


Volumenabnahme 


_— in emm brauchs 


in cem 


des J-Ver- spaltung in 


Cellobiose- 
Bemerkungen 
mg bezogen 
auf 50 ccm 





Durch graphische Interpolati«, 
erhilt man fiir die Spaltun;, 
von 1g wasserfreier Cellobios: 
eine Volumenabnahme yon 
12,5cemm, d. h. fiir 1 Millin 
Cellobiose 4,28 emm. 
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1030 
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Abb. 2. Cellobiosespaltung mit Emulsin. 
\ 
Die Volumenabnahme fiir Cellobiose betragt im Mittel bei der 


Spaltung von | Millimo] 4,2 cmm. 


3. Raffinosespaltung (Raffinose = Galaktosidoglucosidofructosid). 


Raffinose wird von Emulsin in Galaktose und Saccharose! gespalten, 
von Saccharase in Fructose und Melibiose, von verdiinnter Sdaure 


ebenfalls in Fructose und Melibiose. 
a) Raffinosespaltung mit Emulsin. (Raffinose -» Galaktose 
+ Saccharose.) 

Die Raffinose stammte von Schering-Kahlbaum und hatte einen 
Schmelzpunkt von 78,5° C und ein [«]7) = + 104,5°, was also der Zusammen- 
setzung Raffinose . 5 H,O entspricht. Sie reduzierte Fehlingsche Lésung 
nicht. Als Emulsin benutzten wir ein Préiparat von Frdnkel und Landau. 
Das kiéufliche Ferment wurde in Wasser gelést, mit n HCl auf pu = 4,! 
gebracht, zentrifugiert und auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Diese 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 3, 519, 1907. 
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Losung zeigte keine Saccharosespaltung, was in Vorversuchen festgestellt 
wurde und dann in den Hauptversuchen durch Ubereinstimmung von 
{itration und Drehung bestatigt werden konnte. 


Versuchsanordnung. Die Versuchslésung war 3°,ig an Raffinose, 
3° ig an Fermentpulver und n/200 an Acetatpuffer, pu = 4,1. 


Wir fiillten zwei Dilatometer mit dieser Lésung, zwei weitere mit’ der 
entsprechenden Fermentpufferlésung ohne Raffinose und zwei mit Wasser. 
In der Kontrollésung Ferment-Puffer fand eine merkliche Autolyse statt, 
die sich in einer geringen Volumenabnahme und einem kleinen Anstieg 
des Jodverbrauchs bei der Titration kundtat. Diese Werte wurden stets 
als Korrektur beriicksichtigt. Gleichzeitig mit der Beobachtung des 
Volumens bestimmten wir durch Titration und Polarisation den Fortgang 
der Spaltung. Zur Titration und Polarisation entnahmen wir den Reserve- 
gefaBen im selben Wasserbad von der Versuchs- und Kontrollésung 25 ccm, 
enteiweiBten mit 10ccem kolloidalem Fe-Hydroxyd, fiillten mit Wasser 
auf 50 cem auf, zentrifugierten und lieBen das Zentrifugat iiber Nacht im 
Eisschrank stehen; das Stehen iiber Nacht hatte sich in Vorversuchen als 
einfluBlos erwiesen. Wir polarisierten dann dieses Zentrifugat ohne Zugabe 
von Soda (die Mutarotation ist nach so langem Stehen bereits beendet) 
im 2-dm-Rohr bei Na-Spektrallicht. Zur Titration verwandten wir 10 ccm 
des Zentrifugats, unter Zugabe von 10cem n/10 Jodjodkaliumlésung. 
Die Ausfiihrung der Titration war analog der bei Lactose angegebenen. Zur 
Dilatometrie benutzten wir GefiBe von 100 cem Inhalt. 


Es folgt eine Versuchsreihe als Beispiel. 


Tabelle III. t = 37°. 











Volumenabnahme ecm n/10 Drehung in 
in emm Jodverbrauch 2-dm-Rohr 
Zeit ave Sa) A, SE Cais = = ITIL Bemerkungen 
Versuchs- Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs- Kontroll- 
lisung lésung lésung losung lésung losung 
0 Oo | 9 1,8 0,93 +243 — 0,36 ci 
2Std. OMin.' 3,85 | 1,75 2,47 1,05 2,28 0,36 ee 
8,9, 385 | 0,5 2,77 1,05 2.24 0.36 | ooetieges 
Pg See 8,15 | 3,7 3,07 1,05 2,12 0,36 


Tabelle IV. 


Durch Differenzbildung zwischen Versuchslésung und Kontroll- 
lésung bestimmte Zuckerwerte. 





Durch die 


Zuckerspaltung o r 
Zei bedingte come oo Drehung 
_ Volumen- es ee ad durch Zucker 
abnahme ee 
in cmm 
0 0 0,87 + 2,79 
2 Std. 0 Min. 2,1 1,42 2,64 
... 25 3,35 1,72 2.60 
Boge, 4,45 1,92 2,48 
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Tabelle V. 





Durch die Jodome- Polari- 

Zucker- Zunahme trisch be- metrisch 

spaltung des rechnete Abnahme|yerechnete 

bedingte Jodver- |Raffinose- z Raffinose- Bemerkungen 
Volumen-| brauchs  spaltung i spaltung 

abnahme in ccm in mg auf in mg auf 

in emm 100 cem 100 cem 


de 
Drehung 
nGraden 


2Std. OMin.|| 2. 0,55 | 277 15 | 301 | Durch graphische Inter 

¢ ‘ | r = polation erhalt man fiir 

3, 30, | saat 0,85 428 ’ 381 die Spaltung von lg 

eRe Gg 1,05 529 ; 625 Raffinose 8,0 emm, d. 
fiir 1 Millimol Raffinos: 
4,04 cmm Volumenab 
nahme. 
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Abb. 3. Raffinosespaltung mit Emulsin. 


Fir die Berechnung des Grades der Zuckerspaltung werteten wir 
die Ergebnisse der Polarisation und Titration folgendermaBen aus: 


1. Polarisation. Das [«],, der Raffinose . 5 H,O ist 104,5°, die molekulare 
Drehung der Raffinose.5H,O (Molekulargewicht 594) betrigt somit 
[Bj"°! — 62,1°. Die molekulare Drehung der Saccharose [pyAo! = 22,7°, 
[ayvo! der Galaktose = 14,4°. Bei vollstandiger Aufspaltung einer molaren 
Raffinoselésung in Galaktose + Saccharose andert sich die Drehung von 
62,1 auf 37,19; d.h. 25° Drehungsabnahme entsprechen einer Aufspaltung 
von 504g wasserfreier Raffinose (Molekulargewicht 504) in 100 ccm, ge- 
messen im 1-dm-Rohr; somit entspricht 1° Drehungsanderung einer Spaltung 
von 2,016 g Raffinose in 100 cem, gemessen im 1-dm-Rohr. 


2. Titration. Die Raffinose reduziert nicht; bei der Aufspaltung 
entstehen Galaktose mit einer freien Aldehydgruppe und die nicht redu- 
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zierende Saccharose. DaB auch die Galaktose mit der benutzten Methode 
stochiometrische Werte liefert, haben wir in Vorversuchen festgestellt. 
leem n/10 J-Lésung entspricht der Aufspaltung von 25,2 mg Raffinose 
(wasserfrei). 

Die graphische Aufzeichnung der Ergebnisse zeigt, da die jodo- 
metrischen Werte bezogen auf die Volumenabnahme nahezu auf einer 
Geraden liegen, also der Proportionalitat zwischen Volumenanderung 
und Aufspaltung geniigen (siehe I. Mitteilung), wahrend die polari- 
metrisch gewonnenen Werte wegen der geringen Ausschlige etwas 
streuen. Daher haben wir zur Berechnung des Volumenwertes nur die 
jodometrischen Daten benutzt. Danach ergibt sich, daB bei der 
Aufspaltung von 1 g wasserfreier Raffinose eine Volumenabnahme von 
8,0 emm entsteht, d. h. die Aufspaltung eines Millimols Raffinose 
entspricht 4,04 cmm.  Parallelversuche, auf deren Wiedergabe ver- 
zichtet wird, lieferten im Durchschnitt denselben Wert. 


b) Raffinosespaltung mit Saccharase. (Raffinose > Fructose 
+ Melibiose. ) 
Die Raffincse war dasselbe Praparat wie im vorangehenden Versuch. 
Die Saccharase stellten wir uns nach den Vorschriften von Hudson! 
aus PreBhefe her. Sie wurde unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt. 
Diese Saccharase war melibiosefrei. | 


Versuchsanordnung. Wir verwandten zu diesen Versuchen 50 ccm- 
Dilatometer. Die Fermentlésung wurde mit n/10 HClauf pa = 4,5 gebracht. 
Zwei GefaBe wurden mit der Versuchslésung gefiillt, die an Raffinose 
6',ig. an Fermentlésung 8°,ig war; wegen des Phosphatgehaltes der Hefe 
konnten wir auf einen Puffer verzichten. Die Versuchslésung hatte einen 
puvon 4,5. Zwei weitere Ljlatometer wurden mit der entsprechenden F erment- 
lésung und zwei mit Wasser gefiillt. Zwischen den Wasser- und Ferment- 
lésungsgefaBen bestand kein Unterschied in der Volumenanderung, so daB 
alle vier GefaBe als Temperaturkontrolle benutzt werden konnten. Gleich- 
zitig mit der Volumenablesung wurden aus den VorratsgefaiBen je 25 ccm 
herauspipettiert, mit 5cem kolloidalem Fe(OH), unter Zugabe von etwas 
festem K,SO, enteiweiBt, auf 50ccm aufgefiillt, zentrifugiert und im 
Zentrifugat am nachsten Tage im 2-dm-Rohr ohne Sodazusatz die Drehung 
bestimmt. Zugleich wurde in 10 cem Zentrifugat unter Zugabe von 20 cem 
n/10 J-Lésung die Reduktion bestimmt. 


Beispiel ciner Versuchsreihe. Der Kiirze halber geben wir nur die 
letzten Daten in der Tabelle an; wir gewannen sie in der gleichen 
Weise, wie bei der Emulsinspaltung ausfiihrlich gezeigt wurde. Die 
Fermentlésung zeigte auch polarimetrisch und titrimetrisch keine 
Verainderung wahrend der Versuchsdauer. 


1 Hudson u. Paine, J. of Amer. Chem. Soc. 82, 774, 1910; Hudson, 
ebendaselbst 36, 1566, 1914. 
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Tabelle VI. 





Jodome- | Polari- 
; Zunahme trisch be- | metrisch 
| Volumen- des : rechnete nalone berechnete vn 
Zeit abnahme, Jodver- Raffinose n Raftinose- Bemerkungen 
in cmm | brauchs’ spaltung siti ,| Spaltung 
inecm in mg ung) in mg 


1Std.20Min.| 1,4 
‘ms 45 
21, 30 , || 154 


anf 50 ecm 


lauf 50 cem 


0.44 111 0,12 102 Durch graphische Inter- 
1.45 366 0.38 325 polation erhalt man fiir 


die Spaltung von 1 ¢ 


4,80 1192 1,34 1145 Raffinose 12,8emm, d. h 


fiir 1 Millimol Raftinos: 
6,5 cmm Volumenab- 
nahme. 
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Abb. 4. Raffinosespaltung mit Saccharase und verdiinnter Siure. 


Die Zahlen der Titration und Polarisation stimmten gut iiberein. 
Da bei der Saccharasespaltung der Raffinose eine nichtreduzierende 
(Fructose) und eine reduzierende (Melibicse) Zuckerart entsteht, ent- 
spricht genau wie bei der Emulsinspaltung \l ccm n/l0 J-Lésung- 
verbrauch 25,2 mg Raffinose. 

Polarisation. Das [f}%°' der Raffinose = + 62,1°, das [B)M°! der 
Melibiose = + 48,9°, das [eyo der Fructose = — 16,4°. Die Gesamt- 
anderung bei der Aufspaltung von 1 Mol Raffinose betragt somit 29,6°, 
d.h. 1° Anderung entspricht einer Raffinosespaltung von 1,705 g im 
l-dm-Rohr gemessen, bezogen auf 100ccm. Aus diesen Daten er- 
rechnet sich eine Volumenabnahme pro | g Spaltung auf eine Volumen- 
abnahme von im Mittel 12,.9cmm. Das entspricht bei der Spaltung 
von 1 Millimol einer Volumenabnahme von 6,5 cmni. 
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c) Raffinosespaltung mit verdiinnter Schwefelsaure. 
(Raffinose — Fructose + Melibiose.) 


Die verdiinnte Schwefelsaure lost ebenso wie die Saccharase nur 





ie im Raffinosemolekiil enthaltene Saccharosebindung, wahrend die 
lelibiosebindung unverandert bleibt. 


Wir spalteten in n/4 H,SO,; der Raffinosegehalt betrug 4°,,. Wir 
rerwandten Dilatometer von 50 ccm Inhalt. Zwei GefaiBe enthielten die 
‘ersuchslésung, zwei weitere zur Kontrolle n/4 H,SO,. Den Spaltungs- 
erlauf verfolgten wir nur volumetrisch und polarimetrisch, da die jodo- 
etrische Titration wegen des hohen Sauregehalts unbequem =  durch- 
uftihren war. 


Tabelle VII. 








Volumen- | Abnahme Raffinose- 


Zeit abnahme der Drehung = spaltung in mg Bemerkungen 
in emm | in Graden auf 50 ecm 
1 Std. 0 Min. 1,5 0,16 136 Durch graphische Inter- 
z af 29 97 polation erhalt man fiir 
2 om » 3,6 0,32 272 die Spaltung von lg 
_—— a 5,1 0,48 409 Raffinose 12,8cmm, d.h. 
4 0 5,9 0.53 452 fiir 1 Millimol 6,4c¢mm 
a.” 0 ' 175 0.61 1370 Volumenabnahme. 
rai ” , : | 7 


Die Berechnungen waren analog wie im Versuch mit Saccharase. 
Die Polarisation geschah im 1-dm-Rohr sofort nach Abnahme der Probe 
vhne Sodazusatz, da in der Saure keine Mutarotation auftritt. 
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Die Volumenabnahme pro 1 g wasserfreier Raffinose betrug bei 
der Saéurespaltung 12,83cmm, pro | Millimol 6,4cmm, hat also den- 
selben Wert wie bei der Saccharasespaltung. Dieser Befund stimmt 
iiberein mit der Gleichwertigkeit der Saure- und Saccharasespaltung 
gegeniiber der Saccharose. 


II. Zuckerspaltungen mit konzentrierten Sduren, 


Wir hatten bei der Saccharose und Raftfinose véllige Parallelitat 
_vischen der Spaltung mit Saccharase und mit Saure gefunden. Es 
lassen sich aber Maltose, Lactose und Cellobiose mit verdiinnten 
Siuren bei niedriger Temperatur nicht spalten; doch ist dies nach 
Bleyer und Schmidt! durch sehr konzentrierte Sauren zu erreichen. 
Ferner ist es nach diesen Autoren méglich, aus Glucose durch Be- 
handlung mit konzentrierten Séuren eine Kondensation zu Maltose 
oder Isomaltose herbeizufiihren. Sie zeigten, daB die Behandlung der 
Glucose mit 22 bis 24n H,SO, eine Drehungszunahme bewirkt, die 
zu einem ganz bestimmten Punkt fiihrt. Derselbe Punkt wird erreicht, 
wenn man eine gleichkonzentrierte H, 8 O, auf Maltose derselben Konzen- 
tration einwirken ]aBt. Die Autoren haben diese Vorgange als Synthese 
bzw. Spaltung bis zu einem bestimmten Gleichgewicht angesehen. 


1 Diese Zeitschr. 135, 546, 1923; 188, 119, 1923; 141, 278, 1923. 
18* 
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Wir hatten die Absicht, diese Prozesse dilatometrisch zu_ ver. 
folgen und durften hierbei erwarten, daB, wenn es sich um eine Spaltung 
der Maltose zu Glucose bzw. um eine Synthese von Glucose zu Maltose 
handelte, wir fiir beide Vorginge pro Grad Drehungsainderung denselben 
Volumenausschlag, allerdings mit umgekehrtem Vorzeichen, erhalten 
wurden. Zugleich wollten wir die Volumenwerte bei der Spaltung 
von Lactose und Cellobiose mit konzentrierten Séuren ermitteln. 


1. Maltosespaltung und -synthese in konzentrierten Sauren. 


Als Ausgangsmaterial benutzten wir Maltose von Kahlbaum mit 
einem [x], von 130,0° fiir das mit einem Molekiil H,O kristallisierte 
Praparat. Die Glucose, ebenfalls von Kahlbaum, besaB ein [«],, von 
52,5° in Wasser. 

a) Versuche mit 22n H,SO,. Wir untersuchten die Volumen- und 
Drehungsanderungen von 10°, ig. Maltose +1 H,O- und 10 %ig. Glucose- 
lésung in etwa 22n H,SO,. Das [x], des Zuckers in konzentrierten 
Sauren unterscheidet sich von dem in Wasser gemessenen erheblich, da 
das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Modifikationen ver- 
schoben wird (Bleyer und Schmidt), Den Anfangswert der Drehung 
Stellten wir fest, indem wir nach dem Lésen so bald wie méglich polari- 
sierten und ungefahr !/, Stunde lang die Drehungsinderung verfolgten. 
In dieser Zeitspanne ist die Rotationsinderung recht genau eine lineare 
Funktion der Zeit, so daB die Drehung im Zeitpunkt des Lésens durch 
Extrapolation leicht bestimmt werden kann. Wir erhielten als [«]}” 
der Glucose (wasserfrei) in 22n H,SO, den Wert + 73°, fiir Maltose 
+1H,0 [a] = + 129°. 

Wir fiillten zwei Dilatometer mit der Maltose-, zwei andere mit der 
Glucoselésung; zwei GefiBe enthielten zur Kontrolle der Temperatur- 
schwankungen 22n H,SO,. Der Inhalt der GefiBe betrug 50cem. Die 
Temperatur war 30°. 

Das Ergebnis, das uns die volumetrische und polarimetrische 
Beobachtung der sich abspielenden Prozesse lieferte, war iiberraschend. 
Wir fanden namlich in beiden Fallen, bei der ,,Synthese“ und bei der 
, Spaltung“, eine Volumenzunahme. Bei der Glucose war die Volumen- 
anderung der Drehungsinderung proportional; dagegen war in dem 
Maltoseansatz eine lineare Beziehung zwischen volumetrischem und 
polarimetrischem Ausschlag nicht vorhanden. 


Tabelle VIII. 





Seconeveas payee ae rd Drehungszunahme Drehungsabnahm 
Zeit E.. 33 n HS 0, Pac ia trea a iota. der Glucoselisung der Maltoselésung 
Volumenzunahme Volumenzunahme tay 1 dm-Rohr im 1 dm-Rob 
in emm in cmm . 
1 Std. 1,26 0,3 0,29 0,75 
” s 2,93 1,2 0,68 1,45 
» ; 3,72 2,0 0,93 1,61 
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Die dilatometrischen Ergebnisse deuten darauf hin, daB es sich 
bei der Beobachtung von Bleyer und Schmidt nicht allein um die Ein- 
stellung eines Gleichgewichts zwischen Glucose und Maltose handelt 
(denn in diesem Falle ware, wie erwahnt, eine dem Betrag nach gleiche, 
jedoch entgegengesetzt gerichtete Volumeninderung zu _ erwarten 
yewesen). Es miissen daneben noch andere Prozesse ablaufen, wie 
die Autoren auch vermutet haben (Bildung von Isomaltose!). Eine 
volumetrische Auswertung ist wegen der fehlenden Proportionalitat 
zwischen Drehungs- und Volumendnderung nicht médglich. 

b) Versuche mit H Cl verschiedener Konzentration. Wir untersuchten 
das verschiedene Verhalten von Gluccse und Maltose in Salzsiure ver- 
schiedener Konzentraticn (etwa 10n, 8n, 7n). Es zeigte sich gleich- 
maBig, daB stets Drehungs- und Volumenanderungen auftraten. Der 
Glucoseansatz zeigte stets propcitionale Drehungs- und Volumen- 
zunahme, der Maltoseansatz anfangs einander proportionale Drehungs- 
und Volumenabnahme, spater unregelmaBiges Verhalten. Alle Lésungen 
braunten sich nach einiger Zeit, wurden spater triibe und schlieBlich 
braunschwarz. Die Einstellung eines Gleichgewichts konnte nicht 
beobachtet werden; vielmehr iiberschnitten sich die Drehungen und 
fihrten, soweit eine Beobachtung wegen der zunehmenden Tribung 
und Braunung méglich war, zu verschiedenen Werten. 

Wir verzichten auf eine ausfiihrliche Wiedergabe unserer Versuche 
und geben nur die Volumenwerte an, die wir aus der volumetris8chen und 
polarimetrischen Verfclgung der Reaktion im Anfang, solange Pro- 
portionalitat zwischen beiden Anderungen bestand¢, erhielten. 

Die Versuche wurden analog obigem Versuch ausgefiihrt. Die Zucker- 
lésungen waren stets 10°,, der Inhalt der Dilatometer 50 cem, diy Versuchs- 
temperatur 30°. 

















Tabelle IX. 
Maltose- Glucose- (Maltoseansatz Glucoseansatz 
300 300 ~Spaltung* »Synthese* -Spaltung* ~Synthese* 
Konzen- [«]; [a D Volumen- Volumen- | pro Millimol | pro Millimol 
tration + ., abnahme pro zunahme pro gespaltene gebildete 
der HCl ah 3 ee Soe a 19 Prehungs- 1° Drehungs- Maltose Maltose 
“ 2 aap ainderung anderung Volumenab- Volumenzu- 
in emm in emm nahme in emm nahme in cmm 
etwal0n + 130° + 64,25° 3,55 15,6 1,68 7,38 
Differenz 65,75° 
» &3n | + 129° | + 59,9° 4,1 16,3 2,04 8,12 
Differenz 69,1° 
» 7,1n | + 132,5° | + 58,5° 4.5 18,4 2,40 9,78 
Differenz 74,0° 
fermen- | + 130° + 52,5° 5,5 - 3,1 ae 
tati a7 
4 Differenz 77,5° 


s. I. Mitt. 
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Auch hier in den Salzsdureversuchen ist es unwahrscheinlich, caf 
die in der Maltose- und Glucoselésung auftretenden Volumen- und 
Drehungsanderungen auf die Einstellung eines Gleichgewichts zwischen 
Maltose und Glucose zu beziehen sind. Hiergegen spricht schon dic 
allmahliche Zersetzung, die sich in der Braunung und Triibung aus. 
driickt. Aber auch die anfanglichen Verainderungen, die allein in de 
Tabelle IX zusammengefaBt sind, deuten darauf hin, daB keine reine 
Reziprozitat zwischen einer an sich denkbaren ,,Spaltung‘ und ,,Syn- 
these‘ von Maltose - Glucose besteht. Denn die Volumenwerte, die 
fiir den Glucoseansatz erhalten werden, sind ungefahr viermal so gro{ 
wie die entsprechenden Werte im Maltoseansatz. Bemerkenswert ist, 
daB die Volumenwerte bei der Maltosespaltung mit abnehmender 
Saurekonzentration sich dem in der ersten Mitteilung festgestellten 
Wert naihern. Es ist wahrscheinlich, daB die unbekannten Zerstérungs- 
prozesse den Volumenausschlag, der bei der Spaltung der Maltose in 
Glucose auftreten wiirde, iiberlagern und um so mehr verandern, je 
konzentrierter die Saure ist. Denkbar ware auch, daB der auf das 
Verschwinden von Wasser zu beziehende Anteil der Volumenanderung 
in konzentrierten Sauren kleiner ist als in schwach saurer Lésung. 


2. Cellobiosespaltung in 8,3n HCl. 


Bei unseren weiteren Versuchen beschrankten wir uns auf die 
Anwendung von etwa 8n HCl, da hier die Reaktionsgeschwindigkeit 
aicht zu langsam ist und andererseits die Zersetzung nicht so schnell 
fortschreitet, daB eine Beobachtung unmdglich wiirde. 

Es war zunichst von Interesse, das Verhalten des Glucose-/- 
Glucosids, Cellobiose, zu untersuchen. Das Praparat wurde, wie beim 
fermentativen Abbau beschrieben wurde, hergestellt. 

Versuch. Zwei 50-cem-Dilatometer wurden mit einer 10 °,,ig. Cellobiose- 
lésung in 8,3 n Salzsdure, zwei weitere Dilatometer zur Temperaturkontrolle 
mit 8,3n Salzsiure gefiillt. Temperatur 30°. Die Volumenanderung 
verlief proportional der Drehungsanderung. 

Tabelle X zeigt die erhaltenen Werte im Vergleich zur fermen- 
tativen Spaltung. 











Tabelle X. 
P Cellobiosespaltung 
[]" [a] ri 
der Cellobiose D Volumenabnahme Volumenabnahme pro 
‘ der Glucose || in emm pro 1° — Millimol Cellobiose 
. || Drehungsinderung in emm 
in 8,3 n + 87,39 | + 59,99 11,4 1,86 
Differenz 22,6° 
fermentativ + 31,9° | + 52,5° nicht bestimmt 4,2 





Differenz 20,6° 
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Das [«]p der Cellobiose wurde wie bei der Maltose durch Extra- 
polation auf den Zeitpunkt des Lésens ermittelt. 


3. Lactosespaltung in 8,ln HCl. 


Versuch. Der Ansatz deckte sich vollkommen mit dem im vorigen Versuch. 
Auch hier bestand Proportionalitét zwischen Drehungs- und Volumen- 
anderung. Die Lactose war das bei der fermentativen Hydrolyse be- 
schriebene Praparat. 

Tabelle XI gibt kurz die gefundenen Resultate mit Gegeniiber- 
stellung der fermentativen Spaltung wieder. 


Tabelle XI. 





Lactosespaltung 











‘ 300 300 30° 
[a3 [<]p Car [@]p ener ey rae - 
i der der eines anteilgleichen Volumen- Volumen- 
I der Glucose ‘Galaktose| Gemisches yon #bnahmeinemm abnahme in cmm 
Try (wasser- | (wasser- Glucose pro 1° : pro Millimol 
2 frei) frei) und Galaktose Drehungs- gespaltener 
ainderung Lactose. 1 H,0 
8,InHCl | + 59,39; + 59,99 + 92,09 +151,9 onens 20,2 2,42 
5 - + 75,95 
Differenz 16,65° 
fermen- + 52,5°, + 52,59, 80,0° (+132,5 nicht 4.2 


; = + §§.25° ° 
tativ | 9 + 66,25 bestimmt 





Differenz 13,75° 


Das [a], der Lactose und Galaktose wurden wie oben durch 
graphische Extrapolation bestimmt. 

Es zeigt sich auch hier, daB der Volumenwert der Spaltung in 
konzentrierten Saéuren erheblich von dem durch Fermentwirkung 
bestimmten abweicht, namlich ungefaihr halb so groB ist. Offenbar 
laufen neben der Spaltung der Lactose in Glucose und Galaktose andere 
Prozesse ab, die Drehung und Volumen in anderer Weise beeinflussen. 

Zusammenfassend kann iiber die Versuche in konzentrierten Sauren 
festgestellt werden, daB Volumenwerte fiir die Spaltung der Disaccharide 
nicht so eindeutig aufgestellt werden kénnen wie bei der fermentativen 
Spaltung. Die sich dabei ergebenden Beobachtungen sind aber geeignet, 
auf andere, nicht naher bekannte Prozesse einiges Licht zu werfen, 
oder wenigstens manche an sich vorhandene Méglichkeiten auszu- 
schlieBen. Wir hoffen, die Dilatometrie in dieser Richtung noch weiter 
ausbauen zu k6énnen. 


III. Dilatometrische Untersuchung der Mutarotation von Monosacchariden. 


In der Literatur ist bekannt, daB bei der Mutarotation von Zuckern, 
d.h. beim Ubergang der einen Modifikation in die andere Volumen- 
anderungen auftreten. Da diese Mutarotationsvolumenanderungen 
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doch die Volumenanderungen bei der Spaltung ven Di- und Poly. 
sacchariden tiberlagern, ist es fiir unsere Fragestellung wichtig, si 
zu kennen. Wir untersuchten daher die Mutarotation von Glucose, 
Galaktose, Fructose in unserer Apparatur. 


1. Glucose. 

Wir fillten in méglichst kuizer Zeit Dilatometer mit trischer, 
5% iger Glucoselésung und verfolgten die Mutarctation volumetriscl 
und gleichzeitig polarimetrisch. Die dabei auftretende Volumenzunah me 
ist streng proportional zur Drehungsanderung. Durch Interpolation 
erhalt man fiir die Mutarotaticn von 1 g a-Gluccse ([a],, = 111.2%) 
bis zum Gleichgewichtspunkt bei 52,5° eine Volumenzunahme von 
1,44cemm, d. h. fiir 1 Millimol 0,249cemm. Wiirde man ven §-Glucose 
[a,) = + 17,5°] ausgehen, so ist fiir die Mutarotation von | Millimo! 
B-Glucose zum Gleichgewichtspunkt eine Volumenabnahme von 
0,148 cmm zu erwarten. 
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Abb. 5. Mutarotation der Glucose. 


2. Galaktose. 


In analoger Weise wurde die Volumenanderung bei der Mutarotation 
der Galaktose bestimmt. Wir fanden pro 1° Drehungsanderung eine 
Volumenabnahme von 1emm in 50 ccem-GefaiBen. Die quantitative 
Ausdeutung dieses Befundes ist schwierig. da im Gleichgewicht nicht 
zwei Modifikationen, wie z. B. bei der Glucose nebeneinander bestehen, 
sondern drei oder mehrere. In diesem Falle ist keine Proportionalitat 
zwischen Volumen- und Drehungsainderung zu erwarten. In dem von 
uns untersuchten Zeitintervall der Mutarotation bestand allerdings 
annahernde Proportionalitét, so daB man obige Beziehung ableiten 
konnte. Dieser sicher nicht genaue Wert ist aber hier ausireichend, da 
wir ja vorlaufig nur die GréBencrdnung des Vorgangs kennenlernen 
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wollten. Nehmen wir an, daB der Anfangswert der «-Galaktose 
x|p = 173°* und das [a], der Gleichgewichtsgalaktose bei einer 
femperatur von 26°, unserer Versuchstemperatur, 79° betrage, so 
wirde sich unter der Annahme der Proportionalitat zwischen Drehungs- 
ind Volumenanderung wahiend der ganzen Mutarotation eines Milli- 
mols «-Galaktose bis zum Gleichgewichtspunkt ein Volumenwert von 
0,345 cmm ergeben. Wirde man von der /-Galaktcse ausgehen und 
dabei die Annahme machen, daB bei der Mutarotation der f-Galaktose 
[a] p = 63,5° zum Gleichgewichtspunkt die gleiche Beziehung zwischen 
Volumen und Drehungsincerung besteht wie bei der «-Galaktcse, 
so erhielte man einen Volumenwert ven 0,056emm pro Millimol 
j-Galaktose. 

Vergleicht man die Mutarotationswerte von Gluccse und Galaktc se, 
so findet man folgende Verhaltnisse. 


Tabelle XII. 





Volumenwert der Volumenwert der Daraus berechneter 
Mutarotation von der Mutarotation von der Volumenwert der Um- 
e-Form 3-Form wandlung der @e-Form 
zum Gleichgewicht zum Gleichgewicht in die p-Form 
Galaktose . .. — 0,345 emm + 0,056 emm 0401 
Glucose... . + 0,249 , -O148 , 0,397 


| 

Es findet sich also die bemerkensweite Tatsache, dab der Volumen- 
wert bei der vollkommenen Umwandlung der einen Modifikation in die 
andere bei Galaktcse und Glucose derselbe ist (s. Spalte 4, Tabelle X11). 

Aus dieser einen Ubereinstimmung la8t sich natiirlich nicht er- 
sehen, ob es sich um eine allgemein giiltige GesetzmaBigkeit oder um 
eine zufallige Identitaét handelt. Jedenfalls verdient diese Tatsache 
weitere Beachtung, und es ist geplant, mehr Material iiber diese Frage 
zu sammeln. 

3. Fructose. 

Die genaue quantitative Bestimmung der Verhaltnisse bei) der 
Mutarotation der Fructose ist aus mehreren Griinden vorlaufig nicht 
méglich. Einmal sind die verschiedenen Formen der Fructcse noch nicht 
eindeutig bekannt und dann wird die Untersuchung erschwert durch den 
sehr raschen Ablauf der Mutarotaticn. Allerdings haben wir im quali- 
tativen Versuch festgestellt, daB die Mutarotation bei 6° immerhin 
so verlangsamt wird, daB eine Bechachtung méglich ist. Wir haben in 
dieser Arbeit diese Untersuchungen noch nicht weiter verfolgt, da die 
Drehungswerte noch nicht quantitativ gedeutet werden kénnen und 
da ferner in der Saccharcse die Fructose in einer anderen Form vor- 


* Smith u. Lowry, J. chem. Soc. London 1928, 8. 666. 


PSNI mtn eo iw a SRE Nb 


orn op 





274 P.Rona,N.Neuenschwander-Lemmer u.H.Fischgold : Ferment prozesse. || 


liegt und beim Freiwerden dieser Fructose nicht nur die eigentliche 
Mutarotation, sondern auch die  strukturelle Umwandlung ein 


Rolle spielt. 


IV. Zusammenstellende Gegeniiberstellung der durch fermentative H ydrolys: 
erhaltenen Volumenwerte. 


Tabelle XIII. 





Volumenabnahme 
Konstitution in emm pro Millimo! 
Spaltung 


Saccharose .... a-Glucosido — ? Fructosid! 
Raffinose . .... Galaktose — Glucose — Fructose 





a) Saccharase und Melibiose 
verd. Sauren - § a-Galaktosido- 
Glucose 





b) Emulsin . . . Saccharose 
= a-Glucosido — 
? Fructosid 
hese. ...s« 4-8-Galaktosido-Glucose 4,2 4,26* 
Cellobiose. . . .. 4-8-Glucosido-Glucose 42 4,06* 
Weltese. . . . s * 4-a-Glucosido-Glucose 3.1 3,5* 


* Unter Beriicksichtigung der Mutarotation des glucosidisch verkniipften Zuckers. 


In der letzten Spalte haben wir an den zunachst erhaltenen Volumen- 
werten den Mutarotationswert des glucosidisch verknipften Zuckers 
einbezogen, soweit es uns mdéglich war (nicht beriicksichtigt ist die 
Fructosemutarotation). Der nicht glucosidisch verkniipfte Paarling 
konnte iiberhaupt nicht in Rechnung gesetzt werden, da die Ver- 
haltnisse hier noch nicht geklart sind. Es ergibt- sich, daB die Volumen- 
werte der Disaccharide, die in einfach glucosidischer Bindung miteinander 
verkniipft sind, recht nahe beieinander liegen, namlich 3,5 bis 4,26 cmm 
pro Millimol. Bei den doppelt glykosidisch verknipften Zuckern 
(Saccharose, Raffinose) ist der Wert wesentlich héher, namlich 6,25 
bis 6,75cmm. Es muB noch dahingestellt bleiben, ob die Lésung der 
einfach glucosidischen Sauerstoffverkniipfung in allen Fallen der 
gleiche Volumenwert zukommt. In diesem Falle ware die Streuung der 
Werte zurickzufiiiren auf den notwendigerweise der Bestimmungs- 
methode anhaftenden Fehler, ferner auf die verschiedene Mutarotation 
des anderen Paarlings. In einer dritten Mitteilung soll weiteres 
Material fiir die aufgerollten Fragen gesammelt werden. 

? « n-Glucosido — 8 h-Fructosid nach C. 8. Hudson; vgl. auch Schlubach, 
Naturw. 20, 275, 1932. 
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LaGt sich der Phosphatidgehalt der Milch durch Verabreichung 
phosphatidreicher Nahrung beeinflussen? 


Von 
A. Trautmann und H. Kirehhof. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule Hannover.) 


(Eingegangen am 20, Februar 1932.) 


Die von der Milchdriise sezernierte Milchmenge sowie die Zusammen- 
setzung der Milch ist von einer mannigfaltigen Anzahl von Faktoren 
abhangig. Eine besonders wichtige Rolle spielen dabei die Ausbildung 
des Milchdriisengewebes und die zugeftihrte Nahrung. Die Fitterung 
wirkt in hohem MaBe auf die Milchzusammensetzung ein. Wir wissen, 
daB sich stets gewisse Nahrungsbestandteile in unveranderter oder 
umgewandelter Form in der Milch wieder vorfinden. So konnte bei 
Verfiitterung von Mineralsalzen (z. B. Kochsalz, Eisenalaun usw.) 
eine geringe Verainderung in der Zusammensetzung der Milchasche 
beobachtet werden. Hinreichend bekannt ist, daB bei Griinfiitterung 
das Butterfett eine besonders tiefgelbe Farbung annimmt und daB 
durch Verfiitterung von Karotten oder roten Riiben eine stark gelb 
bis rétlich gefarbte Milch produziert wird. Andere Futtermittel wieder 
rufen eine blauliche Farbe der Milch hervor, z. B. Rhabarber, Schachtel- 
halm, Buchweizen u.a. Feer (1) beobachtete bei Frauen nach Verab- 
reichung von Rinds- oder Kalbsleber eine Griinfarbung der Milch, die 
bis zu 16 Stunden anhielt. Caspari und Winternitz (2) stellten nach 
Verfiitterung von Jodipin oder Jodschweinefett grofe Mengen von 
Jodfett in der Milch fest, ahnliche Beobachtungen machte Engel (3) 
bei der Verfiitterung von Sesamdl. 


DaB die Milch bestimmte Geriiche von Stoffen, die mit der Nahrung 
aufgenommen werden, annehmen kann, ist ebenfalls eine feststehende 
Tatsache. So nimmt nach Dombrowski (4) die Milch nach Knoblauch- 
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verfitterung einen iiber 15 Stunden anhaltenden, ekelhaften Geruch an. 
Der GenuB dieser Milch erregte Ubelkeit und Erbrechen. Nach Hansen (5 
rief die Verfiitterung von Leindotterkuchen einen derartig bitteren und 
kratzenden Geschmack in der Milch hervor, der sie zum Verkauf unméglich 
machte. 

Nach Verfiitterung alkoholhaltiger Nahrungsmittel, z. B. der Schlempe, 
oder alkoholischen Fliissigkeiten sind von vielen Autoren, wie Weller (6), 
Teichert (7). Nicloux (8), Véltz und Pdchtner (9) u.a. zum Teil nicht un 
erhebliche Mengen Alkohol in der Milch festgestellt worden. 

Es ist ferner erwiesen, daB nach Verfiitterung von Medikamenten, 
Metallen, Metallsalzen und schwachen Saéuren eine geringe Menge diese: 
Stoffe in die Milch itibergeht. Die Literatur iiber diese Untersuchungen ist 
so groB, daB wir der Raumersparnis halber auf Einzelheiten verzichten und 
uns mit dem Hinweis auf die Angaben von W. Grimmer (10) und Ernst (10a) 
begniigen kénnen. 

Hinsichtlich des Uberganges organischer Stoffe in die Milch muB beriick 
sichtigt werden, daB sie mehr oder weniger weitgehend in ihrer Struktur 
verindert werden, ehe sie Bestandteile der Milch werden. Infolgedessen 
sind organische Substanzen in ihrer urspriinglichen Nahrungsform selten 
in der Milch wieder zu erkennen. So lieBen sich z. B. Opium, Natrium- 
salicylat, Salol und Terpentin6] in der Milch nicht nachweisen [van 
Ittalie (11)}; ahnliche Befunde beziiglich des Opiums und Morphiums wurden 
von Pinzani (12), Reiche (13), Méllmann (14) und Koldewyn (15) gemacht. 
Andererseits aber konnte nach vorheriger Verfiitterung eine gréBere Anzahl! 
organischer Stoffe in der Milch nachgewiesen werden. So stellte Nicloux (16) 
nach Ather- oder Chloroformnarkosen verhaltnismaBig groBe Mengen dieser 
Narkotica in der Milch fest. Von Pinzani (17) und Fieuwx (18) wurde der 
Ubergang von Antipyrin in Frauenmilch nachgewiesen, und Fubini und 
Bonnanni (19) beobachteten den Ubergang von subcutan injiziertem Atropin 
in die Milch. : 

DaB der Gehalt der Milch an gewissen Vitaminen, je nach der Zufuhr 
in die Nahrung schwankt, haben neuere Untersuchungen bewiesen. 

Die Tatsache, daB Nahrungsstoffe bzw. andere Substanzen in die 
Milch tibergehen, veranljaBte uns zu priten, ob bei Verabreichung 
einer phosphatidreichen Nahrung die Milch sich mit Phosphaticen 
anreichern lieB. Als Phosphatid verwandten wir das Sojalecithin (Hansa- 
Miihle, Hamburg). Es stellte eine 6]- oder pastenartige Masse dar, die 
bei der Herstellung des Sojaschrots durch Extraktion des letzteren 
gewonnen wird. Das gewoéhnliche Sojalecithin enthalt 30 bis 40°, 
Sojaé] und 60 bis 70°, Phosphatide. Das verwendete raffinierte Soja- 
lecithin, bei dem das bei der Gewinnung stets vorhandene Roh6él durch 
raffiniertes Ol bzw. raffiniertes Fett ersetzt und die Konzentration 
der Phosphatide erhéht wird, setzt sich zusammen aus 20%, Sojaol 
und 80°, Reinphosphatiden. Letztere sind ein Gemisch einer Reihe 
von Phosphatiden, die sich einerseits durch die Base (Cholin, Colamin) 
und wohl auch durch den Gehalt an verschiedenen Fettsaéuren unter- 
scheiden. Das Phosphatidgemisch, in dem Lecithin vorherrscht, hilt 
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eich nur durch Beimischung des Sojadls, das als Schutzkorper wirkt 
und Zersetzungen verhindert. 

Unsere Versuche stellten wir an frischlaktierenden wie altmelkenden 
jungen Ziegen an. Durch Zugabe abgemessener Lecithinmengen bei 
sonst reichhaltiger Nahrung war mit der Méglichkeit zu rechnen, dab 
dureh den vermehrten Lecithinumsatz im Organismus auch der Lecithin- 
oder Phosphatidgehalt in der Ziegenmilch sich erhOhen und sie somit 
als Nahrungsmittel wertvoller werden wurde. Es ist ja bekannt, dab 
die Leistungen der Zellen bzw. der Zellverbande in giinstiger Weise zu 
beeinflussen sind, wenn ihnen ausreichende Mengen von Phosphatiden 
zur Verfiigung stehen. AuBerdem wissen wir, dafs verschiedene Krank- 
heitszustande (Kachexie, Blutarmut, nervése Schwachezustande) durch 
Verabreichung von Phosphatiden sich giinstig beeinflussen lassen, 
so daB insbesondere Lecithin als blutbildendes und stoffansetzendes 
Pharmakon therapeutisch eine nicht geringe Rolle spielt. Es lieBe sich 
denken, daB an Phosphatiden reiche Milch in besonderem MaBe bei 
Rekonvaleszenten einen wohltatigen EinfluB auszuiiben imstande 
sein kénnte. 

AuBerdem hatten wir Interesse, festzustellen, ob die Zusammen- 
setzung der Milch in bezug auf ihre tibrigen Bestandteile, wie Eiweib, 
Fett, Milchzucker usw., durch die Verabreichung von Lecithin eine 
Verinderung erfahrt. Zur Lésung der gestellten Fragen haben wir 
zahlreiche und langdauernde Milchuntersuchungen an phcsphatid- 
reich ernahrten Ziegen angestellt, wortiber im folgenden berichtet 
werden soll. 

Allgemeines. 

Die Versuche wurden an zwei jungen Ziegen (braune Harzziege) aus- 
gefiihrt, die in den Jahren 1929 und 1930 geboren worden waren und von 
denen Ziege A die Mutter von Ziege B war. Bei unseren Untersuchungen 
handelte es sich um gewohnliche Fiitterungsversuche, d.h. die Tiere er- 
hielten zuerst lingere Zeit hindurch, etwa 2 bis 4 Wochen lang, normale 
Nahrung und anschlieBend wahrend der gleichen Zeitdauer taglich noch 
eine bestimmte Lecithinzugabe, die der Sicherheit des Versuchs wegen 
den Tieren zwangsweise per os eingegeben wurde. Die Milch wurde 
wochentlich zwei- bis dreimal auf ihre Hauptbestandteile einschlieBlich 
Phosphatide untersucht, die Ergebnisse in Tabellen eingetragen und die 
einzelnen Tabellenabschnitte bzw. ihre Durchschnittswerte miteinander 
verglichen. Beriicksichtigt wurde ferner die unterschiedliche Milch- 
zusammensetzung in den einzelnen Abschnitten der Lactationsperiode, 
weshalb unsere Versuche auch in verschiedenen Zeiten der Lactations- 
periode ausgefiihrt wurden. Uber die Einzelheiten der verschiedenen Unter- 
suchungen wird bei der Auswertung ihrer Tabellen noch ausfiihrlich be- 
richtet werden. Die quantitative Untersuchung der einzelnen Milchproben 
erstreckte sich auf den Gehalt an EiweiB, Fett, Milchzucker, Trocken- 
substanz, Asche und Phosphatide; hinzu kamen noch das spezifische Gewicht 
und das Melkergebnis. ° 
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Methodik der Milchuntersuchungen, 


Das spezifische Gewicht der Milch wurde mit Hilfe eines bei 20° geeichten 
Pyknometers ermittelt und der Fettgehalt nach der Gerberschen Azid- 
Butyrometermethode bestimmt. Der Milchzucker wurde gravimetrisch 
nach den Angaben von A. Scheibe (20) festgestellt, wobei das durch Re- 
duktion aus der Fehlingschen Lésung ausgefaillte Kupferoxydul in einem 
Filtriertiegel mit poréser Bodenplatte gesammelt, lingere Zeit im Luftbad 
gegliiht und als Cuprioxyd gewogen wurde. Die Umrechnung auf Milch- 
zucker erfolgte nach der Soxhlet-Tabelle. Zur Eiweif- bzw. Stickstoff- 
bestimmung wurde die Kjeldahl-Mikromethode angewandt; T'rockensubstanz 
und Asche wurden nach den Angaben von Kénig (21) bestimmt. Jede 
Untersuchung wurde als Doppelbestimmung ausgefiihrt; bei Fett- und 
EiweiBbestimmungen wurden oft auch drei und vier Einzelbestimmungen 
vorgenommen. 


Die Anwendung einer geeigneten Methode fiir die Phosphatidphosphor- 
und Phosphatidbestimmung bereitete anfangs insofern einige Schwierig- 
keiten, als es fiir unsere laufenden Untersuchungen darauf ankam, ein 
Verfahren zu finden, das ohne zahlreiche und komplizierte Apparatur in 
verhiltnismaBig kurzer Zeit gestattete, die Bestimmung auszufiihren. 
Wir entschlossen uns daher, unsere Phosphatidbestimmungen in der gleichen 
Weise auszufiihren, wie von Hess und Helman (22) angegeben worden ist. 
Wenn auch die Phosphatidwerte, die diese Autoren in Kuh-, Ziegen- und 
Eselinnenmilch gefunden haben, héher sind als die anderer Forscher, so 
hielten wir diese Methode dennoch fiir unsere Zwecke gut geeignet, da wir 
fiir unsere Untersuchungsergebnisse ~ keine absoluten, sondern nur Ver- 
gleichswerte brauchten.  Beziiglich des Mikroverfahrens von Hess und 
Helman verweisen wir auf die Originalarbeit. Erwahnenswert ist noch, 
daB vor kurzem von Lintzel und Monasterio (23) eine Methode zur Mikro- 
bestimmung von Lecithin im Blute und Plasma veréffentlicht worden ist, 
nach der sich auch der Lecithingehalt in der Milch bestimmen lassen diirfte, 
zumal sowohl Hess und Helman als auch Lintzel und Monasterio dasselbe 
Extraktionsverfahren von Bloor (24) anwenden. 





Lecithinfiitterungsversuch 1 an Ziege A. 


Die ersten Versuche wurden an der alteren Ziege A ausgefiihrt, 
die sich bei Versuchsbeginn bereits 3 Monate im graviden Zustande 
befand. Wiahrend der gesamten Zeit der Milchuntersuchungen stand 
der Ziege ein der Tiergattung und Jahreszeit entsprechendes Kraft- 
futter in ausreichendem MaBe zur Verfiigung, auch die sonstigen Lebens- 
gewohnheiten blieben wahrend der ganzen Versuchszeit unverandert. 
Das Tier wurde zweimal taglich (morgens und abends) stets von dem- 
selben Personal gemolken, um Gewahr fiir einen immer einheitlichen 
MelkprozeB zu haben. Vom 10. Januar bis 1. Februar 1931 erhielt 
das Tier keine Lecithinzugaben, vom 2. Februar bis 7. Marz 1931 
wurden taglich zweimal (friih und nachmittags) 5 g Lecithin verabreicht 
und anschlieBend bis zum Versuchsende (2. April 1931) der Lecithin- 
zusatz wieder weggelassen. Die Ergebnisse der Milchuntersuchungen 
werden von Tabelle I (s. 8. 280) wiedergegeben. 
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Aus der Tabelle 1 ist ersichtlich, daB die Milchmenge bei fort- 


geeichten schreitender Graviditaét der Ziege mehr und mehr absinkt, wodurch 
en Azid- andererseits das spezifische Gewicht sich erhéht, Trockensubstanz, 


imetrisch 
urch Re- 
in einem 


Fett, Eiwei8 und Asche zunehmen. Es lat sich ferner feststellen, dab 
der durchschnittliche Fettgehalt bei den Versuchen mit Lecithinzugabe 





Luftbad um 0,6 bzw. 1,0°, héher ist als bei den Versuchen ohne Zugabe; un- 
uf Milch- bedeutender ist der Unterschied im EiweiBgehalt. Der Milchzucker 
0c tal wird wahrend der gesamten Versuchszeit weder von der Graviditat des 
cn, Tieres noch von der Lecithinzugabe beeintluBt. Ein deutlicher Unter- 
ett- und schied ist im Phosphatidgehalt erkennbar, denn sofort nach den ersten 
umungen Lecithinzugaben steigt der Phosphatidgehalt von 151 auf 213 mg pro 

100 cem, erreicht nach einigen Tagen (Nr. 12 der Tabelle 1) den Héchst- 
- wert von 22] mg und sinkt dann langsam unter Schwankungen auf 
on. je ol Werte herab, die denen bei Fiitterung ohne Lecithinzugaben nahe- 
ratur in stehen. Der Durchschnittswert des Phcsphatidgehalts bei lecithin- 
ufiihren. reicher Fiitterung ist bedeutend héher als die entsprechenden bei 
pr an Lecithinzugaben freier Nahrung. Es ist somit zu folgern, daB bei 

a, orn diesen Untersuchungen die Lecithinzugabe den Phosphatidgehalt in 
“her, so der Milch voriibergehend giinstig beeinfluBt hat. 

_ da wir 

of a Fiitterungsversuch 2 an Ziege A. 

t noch, Da Ziege A kurz vor Beginn dieses Versuchs am 19. April 1931 

Mikro- gelammt hatte, so fallen die in der Zeit vom 28. April bis 27. Juli 1931 
den ist, as : : . ; 
diirfte. ausgefiihrten 24 Milchuntersuchungen in das erste Drittel der Lactations- 
lasselbe periode. Vom 28. April bis 11. Mai erhielt die Ziege eine tagliche Lecithin- 

zugabe von 2 x 5g, vem 11. Mai bis 29. Juni unterblieb die Lecithin- 

zugabe und vom 30. Juni bis 27. Juli wurden taglich 2 x 10g Lecithin 

verabreicht. Die Ergebnisse der einzelnen Milchuntersuchungen sind 
efiihrt, in der Tabelle II (s. S. 282) wiedergegeben. 

stande Wie aus den Untersuchungsergebnissen hervorgeht, nimmt die 

stand durch tiglich dreimaliges Melken erhaltene Milchmenge im Verlauf 

Kraft- von 27 Tagen langsam zu, erreicht am 25. Mai (Nr. 9 der Tabelle I) 
ebens- ihren Hochst wert von 1710 cem, fallt dann langsam unter Schwankungen 
ndert. wieder ab und besitzt gegen Versuchsende (Nr. 20 und 24 der Tabelle I) 
| dem- wieder den Anfangswert. Der Unterschied in den einzelnen Melkergeb- 
lichen nissen ist nicht bedeutend und betragt im Maximum 210 cem = 12,2°,. 
rhielt Den héchsten Trockensubstanzgehalt weisen die Untersuchungen 

1931 Nr. 1 bis 3 auf: er bewegt sich sonst im allgemeinen zwischen 11 und 
reicht 13°, was auch durch den fast gleichen Durchschnittswert der Unter- 
ithin- suchungen Nr. 6 bis 17 und Nr. 18 bis 24 demonstriert wird. Ein 
ingen ahnliches Verhalten zeigt der Fettgehalt. Die Durchschnittswerte des 


Gehalts an EiweiB bzw. Stickstoff, Milchzucker und Asche in allen 
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250 g 
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Hafer etwa 


Weizenkleie etwa 400 g 


CWa f0U g 
ken etwa 200 g 
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Riiben (bis 17. Mai) etwa 700 bis 1000 g 


eu und Grasfutter in ausreichender Menge ersetzt 


Mai wurden die Riiben durch H 
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Versuchsabschnitten haben nur unbedeutende Schwankungen zu 
verzeichnen. Hinsichtlich des Phosphatid- und Phosphatid-Phosphor- 
gehalts sind sehr beachtliche Unterschiede festzustellen. So ergibt 
der Durchschnittswert der Untersuchungen Nr. 1 bis 5 einen Phosphatid- 
gehalt von 135,05mg pro 100cem Milch, der der Untersuchungen 
Nr.6 bis 17 einen solchen von 116,95 mg, und schlieBlich resultiert aus 
den Untersuchungen Nr. 18 bis 24 ein Mittelwert von 88,57 mg. Daraus 
geht hervor, dab der Phosphatidgehalt der Milch im Verlauf des ersten 
Drittels der Lactationsperiode eine nicht unbedeutende Abnahme 
erfahrt und die Lecithinzugabe nicht imstande ist, den Phosphatid- 
gehalt in der Milch anzureichern. 


Fiitterungsversuch 3 an Ziege B. 

Die Ziege B hatte am 22. Mai 1931 gelammt, am 29. Mai 1931 
wurden die Lammer abgesetzt und mit den Milchuntersuchungen am 
31. Mai 1931 begonnen. Die Fiitterungs- und Stallverhaltnisse waren 
genau dieselben wie bei Ziege A. Auch dieser Fiitterungsversuch fallt 
in das erste Drittel der Lactationsperiode. Bei den Untersuchungen 
Nr. 1 bis 8 (Tabelle 111) wurde nur die Grundnahrung gegeben, bei 
den Untersuchungen Nr. 9 bis 15 kam auBerdem noch eine tigliche 
Lecithinzugabe von 2 x 10g in Anwendung. 

Aus der Tabelle II] ist zu erkennen, dab die Durchschnittsergebnisse 
unserer Milchuntersuchungen bei der Ernaihrung ohne tind mit be- 
sonderen Lecithinzugaben nur ganz unwesentliche Unterschiede auf- 
weisen. Ganz besonders gilt dies fiir den Phosphatidgehalt, der durch 
die erhéhte Lecithinfiitterung in keiner Weise giinstig beeinflubt 
werden konnte. 

Im Anschlu8 an diese Untersuchungen wurden in den Monaten 
Oktober bis Dezember 1931 weitere Lecithinfiitterungsversuche an 
beiden Ziegen vorgenommen und die Nahrung den Tieren taglich genau 
abgewogen verabreicht. Ziege A erhielt auBerdem noch zeitweise, 
wie aus Tabelle IV ersichtlich ist, eine tagliche Lecithinzugabe von 
20 bzw. 40 g und Ziege B eine solche von 20 bzw. 30g (Tabelle V). 
Das waihrend der gesamten Versuchsdauer in Quantitét und Qualitat 
stets gleichbleibende Grundfutter beider Ziegen bestand aus: 


Gerstenschrot 450 ¢ 
Weizenkleie 400 ¢ 
Hafer . ae eS eee ae 
NG ss ke Ke we 
Heu 1000 g 


Die Ergebnisse dieser Milchuntersuchungen werden von den 
Tabellen IV (s. 8. 288 bis 290) und V (s. 8. 292 bis 294) wieder- 


gegeben. 
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Fiitterungsversuch 4 an Ziege A. 


Die in der Zeit vom 27. September bis 14. Dezember 1931 aus- 
gefiihrten 20 Milchuntersuchungen umfaBten das Ende des zweiten 
Drittels und den Beginn des dritten Drittels der Lactationsperiode 
von Ziege A. In der Zeit vom 27. September bis 8. Oktober erhielt 
das Tier nur das Grundfutter, vom 9. bis 29. Oktober kam eine 
tagliche Lecithinzugabe von zweimal 10 g hinzu, vom 30. Oktober bis 
24. November wurde mit der Zusatzfiitterung ausgesetzt und vom 
25. Oktober bis 14. Dezember wurden tiglich zweimal 20g Lecithin 
verabreicht. 

Bei der Beurteilung der in Tabelle IV wiedergegebenen Ergebnisse 
der in der Zeit vom 27. September bis 14. Dezember 1931 ausgefiihrten 
Milchpriifungen ist zu beriicksichtigen, daB in einen Teil des Versuchs, 
etwa in der Zeit vom 21. Oktober bis 2. November, die Brunst der Ziege A 
fiel, und die Milch in Beschaffenheit und Menge Veranderungen erlitt, 
die besonders an einer starken Erhéhung des Gehalts an Trockensubstanz, 
Fett und EiweiB (Nr. 32 bis 34 der Tabelle) und einer abnormen Herab- 
minderung der Milchmenge (Nr. 33) der Tabelle [V zu erkennen sind. Da 
es ferner naheliegend erscheint, daB der Phosphatidgehalt der Milch in 
der fraglichen Zeit durch die Einwirkung der Brunst ebenfalls erhéht ist, 
so haben wir seinen Wert in Nr. 33 der Tabelle fiir die Auswertung des 
Versuchs nicht mit herangezogen. Veranderungen der Milch durch die 


Brunst sind schon von Monti (25), Stift (26), Metzger (27) u. a. jbeobachtet 


worden, daB aber nach den Angaben /ievels (28) derartige Verinderungen 
stets in kiirzester Zeit héchstens in 2 Tagen wieder verschwinden, 
kénnen wir durch unsere Feststellungen in diesem Versuch nicht bestatigen. 
Fiir die Auswertung des Versuchs kamen fiir uns die Untersuchungsergebnisse 
Nr. 33 und 34 aus bereits angefiihrten Griinden nicht in Frage. 

An Hand der Durschschnittswerte der einzelnen Versuchsabschnitte 
geht hervor, daB die Milchmenge entsprechend dem Verlauf der Lacta- 
tionsperiode langsam abnimmt, das spezifische Gewicht nur minimale 
Schwankungen aufweist und die héchsten Unterschiede im Gehalt 
an Fett, EiweiB, Trockensubstanz, Milchzucker und Asche 0,4_ bis 
0,6°%, betragen. Der Unterschied des Mittelwertes des Phosphatid- 
gehalts bei lecithinreicher Nahrung zu dem bei lecithinarmer Fiitterung 
betragt 6,23 mg pro 100 ccm Milch. Somit ist erwiesen, daB die zu- 
gegebenen Lecithinmengen weder eine Anreicherung von Phosphatiden 
in der Milch, noch eine Veranderung der Milchbestandteile bewirkt 
haben. 

Fiitterungsversuch 5 an Ziege B. 

Dieser Versuch entspricht in jeder Weise dem vorhergehenden, 
d. h. die Ziege erhielt dasselbe Futter in gleicher Quantitat, und auch die 
Lecithinzugaben wurden in denselben Zeitabschnitten verabreicht. 
Das Resultat der 20 Milchuntersuchungen wird in der Tabelle V_ver- 


anschaulicht. 
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Phosphatidgehalt der Milch. 205 


Aus der Tabelle V laBt sich kein EintluB der zusatzlichen Lecithin- 
futterung auf die Zusammensetzung der Milch erkennen, denn die in 
in den vier Futterungsabschnitten fur die einzelnen Milchbestandteile 
erhaltenen Durchschnittswerte unterscheiden sich grOBtenteils nur 
ganz unwesentlich. So betragt die maximale Ditferenz fur ‘lrocken- 
substanz 0,48°%,, fir Fett 0,1%), fiir EiweiB 0,52°, und fiir Asche 
0,082%. Nicht bewertet wurde die in die Brunst der Ziege B fallende 
Untersuchung Nr. 30, deren Ergebnis — Abnahme der Milchmenge, 
bedeutend erhéhter Gehalt an Trockensubstanz, Fett, EiweiB und 
Asche — in keinen Einklang mit denen der Untersuchungen Nr. 25 
bis 29 zu bringen ist. Schon vorher war die Ziege einmal briinstig 
gewesen, aber das damit verbundene Untersuchungsergebnis Nr. 24 
zeigt auBer einer ebenfalls geringeren Milchmenge keine auffallenden 
Abweichungen gegeniiber den Nachbarergebnissen. 

Hinsichtlich des Phosphatidgehalts ergibt sich bei einer taglich 20 g 
betragenden Lecithinzugabe gegentiber der vorausgegangenen lecithin- 
armen Fiitterung eine durchschnittliche Zunahme der Phosphatide in 
der Milch von 36,2°,. Dieser erhéhte Phosphatidgehalt nimmt entgegen 
unserer Ansicht bei der darauf folgenden wieder lecithinarmen Fiitterung 
(Nr. 25 bis 30 der Tabelle V) jedoch nicht ab, wird aber auch nicht 
gesteigert von einer erneuten 30g betragenden Lecithinzugabe, im 
Gegenteil ergibt der Durchschnitt aus den Untersuchungen Nr. 30 bis 35 
eine Abnahme des Phosphatidgehalts um 12,5°,. 


Zusammenfassung. 


In einer Reihe von Fiitterungsversuchen erhielten laktierende 
Ziegen zu der tiblichen Nahrung verschieden groBe Lecithinzugaben. 
Es wurde die Beeinflussung der Zusammensetzung, insbesondere des 
Phosphatidgehalts der Milch durch diese phosphatidreiche Nahrung 
studiert. 

Es stellte sich heraus, daB die Milchzusammensetzung durch 
lecithinreiche Nahrung keine dauernde, gleichmaBige Verainderung 
erfabrt. 

Der Phosphatidgehalt wurde bei fiinf Fiitterungsversuchen nur 
in einem einzigen Falle (Tabelle I) voridbergehend erhoht, in zwei Fallen 
fand keine Phosphatidanreicherung statt (Tabelle I] und IJ]) und in 
weiteren zwei Fallen (Tabelle IV und V) lagen keine eindeutigen Er- 
gebnisse vor. 

Aus den Versuchen laBt sich schlieBen, daB der Phosphatidgehalt 
der Milch durch regelmaBige Zufuhr phosphatidreicher Nahrung sich 
nicht dergestalt anreichern ]aBt, daB die Milch zu bestimmten thera- 
peutischen Zwecken Verwendung finden kénnte. 
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Zur Frage des Cholesteringehalts im Carcinomlipoid. 
Von 
R. Willheim und Georg Fuchs. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Osterreichischen Gesellschaft fiir 
Erforschung und Bekampfung der Krebskrankheit. 


(Eingegangen am 20. Februar 1932.) 


In Untersuchungen, die der eine von uns gemeinsam mit Kurt Stern 
iiber die chemischen Vorgange bei der durch Serum hervorgerufenen 
Carcinolyse vorgenommen hat, ergab es sich, daB es wahrend des Zerfalls 
yon Carcinomzellen zu einem Freiwerden von Lipoid kommt und da 
man an der Hand dieses frei gewordenen Lipoids einen objektiv fabbaren 
MaBstab fiir den Grad der Cytolyse gewinnen kann. Nun haben weitere 
Untersuchungen es wahrscheinlich gemacht, daB diese wdhrend der 
Carcinolyse erfolgende Lipoidauslésung keinen .bloB sekundiren, rein 


-mechanisch vor sich gehenden ProzeB darstellt, sondern einen wesent- 
lichen chemischen Teilvorgang des morphologisch unter dem Bilde der 


Cytolyse faBbaren Phinomens. Dementsprechend findet also das 
verschiedenartige Verhalten von Normal- und Carcinomserum gegen- 
iiber Krebszellen ein Gegenstiick in dem unterschiedlichen Verhalten 
dieser Serumgattungen gegeniiber Krebslipoiden, und es ist daran zu 
denken, daB wohl auch das beim cytolytischen Versuch differente Ver- 
halten von Krebszellen im Vergleich zu reifen Normalzellen mit einem 
unterschiedlichen Verhalten der diesen Zellsorten eigentiimlichen Lipoide 
zusammenhangen kénnte. Damit war natiirlich die Fragestellung 
gegeben, ob die chemische Analyse des Krebslipoids Anhaltspunkte 
fiir eine derartige Sonderstellung liefere, und der AnschluB gefunden 
an die zahlreichen Untersuchungen der Krebsliteratur, die sich mit 
der Erforschung der Lipoide beschaftigen, mégen sie es von der experi- 
mentellen Seite aus tun oder von der descriptivchemischen. 

Diese Literatur gliedert sich in Untersuchungen, die sich mit der 
Lipoidanalyse des Tumors beschaftigen, solche die die gleiche Frage- 
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stellung an anderen Geweben des Tumortragers, insbesondere im Blut: 
zum Gegenstand haben und schlieBlich diejenigen, die den Einf]\{j 
von Lipoiden auf das Krebswachstum studieren. 


Was nun die erste — hier zunichst in Frage kommende — Kategori: 
von Arbeiten anlangt, so konnte noch im Jahre 1925 Kahn in seinem grund.- 
legenden Referat iiber den damaligen Stand der Chemie der malignen 
Tumoren die Besprechung der Chemie der Krebslipoide mit der Bemerkung 
einleiten, daB es mit chemisch-analytischen Methoden nicht gelang, ,,be- 
sondere Lipoide in Tumorzellen nachzuweisen*, und Fischer-Wasels konnt: 
1927 hinsichtlich Cholesterin und Lecithin sagen, da8 ,,nichts bisher dafii 
spriche, daB sie eine besondere Rolle in der spezifischen Zusammensetzung 
der Geschwulstzellen spielen.*‘ 


Immerhin konnten auch schon diese Referenten iiber einzelne Unter- 
suchungen berichten, die den Lipoiden und namentlich dem Cholesterin 
von dem allein in dieser Literaturiibersicht die Rede ist ihr Augenmerk zu- 
wendeten. Zunachst hat £. Wolterim Jahre 1913 auf Grund einer chemischen 
Analyse eines primaren Lebercarcinoms eine Abnahme des Fhosphatid- 
phosphors im Tumor gegeniiber dem gesunden Gewebe und einen Gehalt von 
1,4°/, Cholesterin, bezogen auf Trockengewicht, erhoben. Schénbank hatdann 
im Jahre 1916 aus der Beobachtung von mit Cholesterinestern angefiillten 
Xanthomzellen in der Umgebung einer Krebsmetastase einen Cholesterin- 
reichtum des betreffenden Carcinoepithels vermutet und bei dieser Gelegen- 
heit daran erinnert, daB F. W. Benneke den Cholesterinreichtum der Epithe!- 
zellen festgestellt hatte. Dieser kénnte sich in den Carcinomzellen, wie 
iiberhaupt in allen rasch wachsenden Zellen steigern. Gleichfalls auf Grund 
histologischer Befunde haben Loeper, Debray und Tonnet im Jahre 192! 
einen Cholesterinreichtum im Tumor angenommen. Hierher gehért auch 
eine aus dem Jahre 1924 stammende Untersuchung von Roffo, der die 
Menge des Cholesterins in verschiedenen Tumoren bestimmt und mit 
meistens 3°,, gelegentlich auch mit 9 und 10°, des Trockengewichts 
ermittelt hat. Der gleiche Autor hat 1926 das Verhiltnis von Chole- 
sterin zu Fettsiuren bestimmt und diesen sogenannten lipocytischen 
Koeffizienten in Tumoren stark erhéht gefunden, und zwar sowohl durch 
die Steigerung des Cholesterins als auch durch Verminderung der Fett 
siuren. In einem gewissen Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse histo- 
chemischer, speziell der Cholesterinsteatose gewidmeter Untersuchungen 
von Kawamura, der bei Skirrhen Cholesterin zwar reichlich im interstitiellen 
Gewebe, aber nur sehr wenig in den Zellen nachweisen konnte. Weitere 
chemische Untersuchungen iiber diesen Gegenstand verdanken wir Burg- 
heim und Joel, Diese Autoren haben eine groBe Anzahl gut- und bésartige! 
Tumoren sowohl histochemisch als auch quantitativ auf Gesamtcholesterin 


untersucht und einen betrdchtlichen Reichtum des malignen Gewebes 1 bis 
3°, des Trockengewichtes — im Gegensatz zu benignen Tumoren 0,3 bis 
0,7°% — festgestellt. Neue Untersuchungen stammen von Bierich, Detzel 


und Lang. An einem sehr ausgedehnten Material erhoben diese Autoren 
den Befund, daB bei bésartigen Geschwiilsten das Verhdltnis von Phosphor 
lipoid zu Cholesterinestern durch die relativ bedeutendere Vermehrung 
der letzteren auffallend klein ist, waihrend normales Gewebe bei einem 
relativ niedrigeren Gehalt an beiden Verbindungen einen bedeutend héheren 
Quotienten aufweist. Vor kurzem hat endlich Jowett mitgeteilt, daB das 
Verhaltnis von Lecithin zu freiem Cholesterin in menschlichen malignen 
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Tumoren erhéht ist und daB diese auch einen vermehrten Gehalt an ver- 
estertem Cholesterin aufweisen. Bei Impftumoren ist jedoch nach Bullock 
und Cramer, Iwano sowie Bolaffi die Menge des verseterten Cholesterins 
gering. 

Aus der Literatur iiber Beeinflussung des Tumorwachstums durch 
Cholesterin sei zunaéchst an die schon 1913 erfolgten Befunde von Robertson, 
Breilsford und Bournett erinnert, daB Cholesterininjektionen in transplan- 
tierte Tumoren das Wachstum beschleunigen, wahrend Lecithin den gegen- 
teiligen Effekt zeigt. Dann seien die Feststellungen von Borst, von Jaffe 
und Eliassow, und von Eber, Klinge und Wacker genannt, daB die Krebs- 
erzeugung durch lokale Reize bei gleichzeitiger Cholesterinverfiitterung 
rascher positive Resultate zeitigt. Bernstein und Elias konnten feststellen, 
daB lipoidarme Nahrung das Tumorwachstum transplantierter Geschwiilste 
verschlechtert, lipoidhaltige, insbesondere cholesterinhaltige, es begiinstigt. 
Dasselbe fand K. Wolkow, waihrend Roffo (1929), sowie Rondoni den gleichen 
Befund nach Cholesterininjektionen erheben konnten. 

Der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit lagen folgende zwei 
Gesichtspunkte zugrunde: Zur Untersuchung wurde erstens nicht das 
Tumorgewebe im ganzen verarbeitet, sondern die tunlichst rein pra- 
parierten und gewaschenen Zellen. Damit sollte die Beeinflussung des 
Ergebnisses durch nicht in der spezifischen Struktur der Tumorzellen 
gelegene Faktoren, wie Bindegewebe und namentlich auch nekrotisch 
gewordene Massen, verhindert werden. 

Das zweite Prinzip war, die an diesen isolierten Zellen gewonnene 
Analysenzahl nicht nur auf Trockensubstanz des Ausgangsmaterials 
zu beziehen, sondern vor allem auf das Gewicht der Lipoidfraktion, 
worunter wir unter Anlehnung an 7'hierfelder und Klenk den im absoluten 
Alkohol léslichen Anteil verstehen. Damit soll dem schon erwaihnten 
Plane Rechnung getragen werden, Abweichungen im Charakter des 
Tumorlipoids gegeniiber Normalerganlipoiden zu erfassen. Wenn 
namlich, was wir auf Grund friherer Arbeiten glauben méchten, die 
das Tumorlipoid zusammensetzenden Substanzen einen einheitlichen 
Komplex mit bestimmter biologischer Aufgabe darstellen, dann kénnen 
Abanderungen in der Zusammensetzung dieses Lipoidgemisches mab- 
gebend fiir funktionelle Abweichungen werden. In diesem Sinne sollte 
es mehr Einsicht gewahren, wenn irgendein Bestandteil dieses Lipoid- 
gemisches, in unserem Falle das Cholesterin, in seiner quantitativen 
Beziehung zu den anderen Lipoiden untersucht wird. Dieser Be- 
trachtungsweise liegt ja auch die Ermittlung des Cholesterin-Fett- 
siurekoeftizienten nach Roffo und des Phosphorlipoid-Cholesterin- 
koeffizienten nach Bierich und Mitarbeitern bzw. Jowett zugrunde. 
Wir selbst haben, wie erwahnt, unsere Ergebnisse auf die durch 
Alkohol ermittelte Gesamtlipoidmenge berechnet und glauben so eine 
unserer Vorstellung recht gut entsprechende BezugsgréBe gewahlt 
zu haben. 


20" 





300 R. Willheim u. G. Fuchs: 


Das Ausgangsmaterial fiir unsere Untersuchungen wurde uns vor 
verschiedenen Prosekturen freundlicherweise zur Verfiigung gestellt; s 
bestand meistens aus Lebern, die mit zahlreichen groBen Metastasen durc})- 
setzt waren. AuBerdem gelangte eine mit Metastasen eines Bronchia| 
carcinoms erfiillte Lunge und der Primartumor eines Hypernephroms z.: 
Untersuchung. Im ganzen waren es 11 Carcime, ein Melanosarkom wn 
ein Hypernephrom. 


An diesem Material wurden die Knoten ausprapariert, mit dem Hack. 
messer zerkleinert und durch ein Koliertuch in physiologische Kochsalz- 
lésung durchgepreBt. Die so gewonnenen Zellen wurden in hohe Filtrier- 
stutzen iibergefiihrt und durch zehn- bis zw6lfmaliges Dekantieren mit 
physiologischer Kochsalzlésung von Fett- und Zelltriimmern befreit. Um 
eventuelle Faulnisprozesse auszuschalten, wurden der Zellsuspension 3 
Trikresol zugesetzt. Nun wurde die Zellsuspension mittels einer Nutsche 
auf einem Papierfilter abgesaugt. Hierauf wurde der auf dem Filtrierpapier 
zurlickbleibende Riickstand durch mehrere Tage hindurch bei niedriget 
Temperatur auf Tontellern getrocknet und pulverisiert. Vom Trocken- 
pulver wurden je 5g dreimal mit je 100 ccm absolutem Alkohol auf de1 
Schiittelmaschine 3 Stunden lang extrahiert. Wir haben uns jedesma! 
davon iiberzeugt, daB eine weitere Behandlung mit Alkohol nichts mehr aus 
dem Trockenpulver in Lésung brachte, die Extraktion also erschépfend war. 
Der Alkohol wurde dann im Vakuum bei einer Temperatur von héchstens 4()" 
abgedampft, wonach ein Lipoid von bernsteingelber bis kastanienbraune: 
Farbe erhalten wurde. Dieses wurde wiederholt in absolutem Alkoho! 
umgelést und hierauf im Vakuumexsikkator bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. In der Regel léste sich diese Fraktion zum weitaus tiberwiegenden 
Anteil in Ather. 

Eine weitere Reinigung dieser Fraktion, die neben den alkoholléslichen 
Lipoiden (Lecithin, Kephalin, Cholesterin) und allenfalls geringen Mengen 
von Cerebrosiden und Sphingomyelin, vielleicht auch nichtlipoide Bei- 
mengungen enthielt, erscheint uns derzeit weder technisch mdéglich noch 
unbedingt wiinschenswert, denn die von uns aus biologischen Griinden 
herangezogene Gesamtlipoidfraktion ist ja in ihrer allfalligen chemischen 
und funktionellen Beziehung zu den nichtlipoiden Fraktionen noch vdollig 
unaufgeklart. Wir haben zwar versucht, die Phosphatide aus ihrer alkoholi- 
schen Lésung mit Aceton niederzuschlagen, haben aber solche Schwan. 
kungen in der Ausbeute des Niederschlags erhalten, sowohl bei Carcinomen 
als auch bei Normalorganen, da8 wir diesen Weg wieder verlieBen. Es 
beziehen sich also die in den Tabellen ersichtlichen Werte auf den, wie oben 
beschrieben, mit absolutem Alkohol gewonnenen Extrakt. 


Die in der Tabelle I zusammengefaBten Ergebnisse und Unter- 
suchungen beinhalten die Bestimmung der Lipoidfraktion, bezogen aut 
Trockensubstanz des Zellmaterials und des Gesamtcholesterins, bezogen 
auf das Gesamtlipoid. Eine getrennte Bestimmung von freiem und 
von verestertem Cholesterin schien uns mit Riicksicht auf die Ver- 
wendung von Leichenmaterial und die dadurch mégliche unkontrollier- 
bare Tatigkeit esterspaltender Fermente nicht angangig. 


Die Cholesterinbestimmung, zu der etwa 40 mg Lipoid verwendet 
wurden, erfolgte in den ersten drei Untersuchungen mittels der Digitonin- 
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Bésartige Geschwiilste. 


Tabelle I. 
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Lipoidgehalt in °/5 
des Trockengewichtes 


Gesamtcholesterin in ° » 
des Gesamtlipoids 





Nr Art des Tumors 
Zellen Stiitzgewebe Zellen Stiitzgewebe 
| Lebermetastasen eines 
Magencarcinoms 23 12 — 
2 Dasselbe Os 23 —_ 11 - 
3. Primares Lebercarcinom 27 7 a 
4 Lebermetastasen eines 
Gallenblasencarcinoms . 25 - 8.5 - 
5 Lungenmetastasen eines 
Bronchusearcinoms . 18 = 7 = 
6  Lebermetastasen eines 
Magencarcinoms 35 7,5 
7 i pee a 25 — 8 
s a — 25 —_ 10 
4 pS -- 25 — 12 
10 ss ees 4s —- 25 ~ 12 
11 Primires Leberearcinom 16 17 10 10 
12 Lebermetastasen eines 
Melanosarkoms . 25 30 7,5 8 
13 Hypernephrom. . 10 8 20 16 
Tabelle Il. 
Normale Organe. 
| Lipoidgehalt in °/9 Gesamtcholsterin in ‘ 
Nr Organ des Trockengewichtes des Gesamtlipoids 
Zellen Stiitzgewebe Zellen Stiitzgewebe 
1 Leber . 22 2 
2 . 18 - 2.5 
3 * 20 —- 1,2 - 
4 i — 25 - 1 
5 i - 25 - 4 
6 _ 25 4 
7 z: 25 -- 5 4 
8 Y 12 16 3 2,5 
y zo 18 12 3 1,6 
10 ae 20 12 2,7 2.5 
11 | Niere . 25 25 5 5 
12 ‘seen 11 11 5 5 
13. Pankreas 25 30 3 3.5 
14. Thyreoidea . . 11 2,8 ~ 


methode nach Windaus, in den folgenden, da die weitaus auBerhalb der 
Fehlergrenze auch der kolorimetrischen Methode liegende Abweichung 
bereits feststand, mittels der Methode von Autenrieth, unter Verwendung 
eines Mikrokolorimeters nach Dubosque. 


AuBer den in den Tabellen I und II verzeichneten Bestimmungen 
wurde noch eine Reihe anderer zur Charakterisierung von Fetten bzw. 
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Lipoiden gebrauchlicher GréBen bestimmt: Die Menge des Gesamtsticksto/ s, 
des organischen Phosphors, die Jodzahl, Sdurezahl, Verseifungszahl, cic 
Esterzahl und die Reichert-Meisselsche Zahl. Da aber diese GréBen eine 
sehr betrachtliche Streuung aufwiesen und iiberdies einen evidenten Unter. 
schied gegeniiber Normalorganen vermissen lieBen, haben wir sie in die 


Tabellen nicht aufgenommen. 


Als Vergleichsobjekt haben wir ausschlieBlich Normalorgane 


epitheliarer Natur (Leber, Niere, Pankreas, Thyreoidea) herangezogen, 


um eben die Abweichungen vom gesunden Ursprungsgewebe zu erfassen. 


Wir sind uns allerdings bewuBt, daB die von uns in Tabelle II als 
Kontrollen herangezogenen Normalorgane hierzu nicht vollkommen geeignet 
sind, da unsere Tumoren ja meistens Abkémmlinge des Magenschleimhaut- 
epithels bzw. des Gallenblasen- und Bronchialepithels waren, deren Normal- 
lipoid, also eigentlich als Kontrolle herangezogen werden miiBte. Dieser 
Einwand, dem exakt Rechnung zu tragen leider nicht méglich ist, kann 
bekanntlich gegen einen groBen Teil der vergleichenden Carcinomchemie 
erhoben werden. Wir glauben ihm aber insofern einigermaBen begegnen 
zu kénnen, daB wir auch primaire Lebercarcinome zu untersuchen Gelegen- 
heit hatten und hier im wesentlichen dieselben Verhiltnisse wie bei den 
anderen Tumoren fanden, 

Was zunachst die auf Trockengewicht der Zellen bezogene Menge 
des Lipoids anbelangt, so schwankt dieselbe zwischen 18 und 35°), 
weist also mehrfach Werte auf, die noch in den Bereich der Norm 
gehéren. Ein eindeutiges Ergebnis hatten hingegen die auf Lipoid- 
yehalt bezogenen Cholesterinbestimmungen, deren Zahlen bis zu 12°, 
betragen, aber selbst in dem geringsten Wert (7°,) noch immer die Wert 
der in Tabelle II angefiihrten normalen epithelialen Organe (1 bis 5°) 
iibertreffen. Interessant scheint uns zu sein, daB auch das untersuchte 
Melanosarkom (Lebermetastase eines Tumors der Chorioidea) einen 
erhéhten Cholesteringehalt des Lipoids (7,5°)) aufwies. Hingegen 
méchten wir dem exzessiv groBen Cholesterinanteil der Hypernephrom- 
zellen deswegen keine gleiche Bedeutung zumessen, weil schon das 
normale Nebennierengewebe nach Untersuchungen von Chauffard, 
Laroche und Grigaut einen im Vergleich zu anderen Geweben ganz auBer- 
ordentlich hohen Cholesteringehalt zeigt. Trotz des geringen Umfanges 
des Kontrollmaterials glauben wir doch darin — in Beriicksichtigung 
der begrenzten Streuung der hier ermittelten Werte — eine brauchbare 
Unterlage zu besitzen. Die in der Literatur vielfach niedergelegten 
Cholesterinbestimmungen normaler menschlicher Organe konnten hier 
nicht herangezogen werden, da sie meistens auf Frisch- oder Trocken- 
gewicht bezogen sind und in der Regel keine Angabe iiber das Gesamt- 
lipoidgewicht enthalten, so daB eine Errechnung der uns interessierende1 
Quotienten nicht méglich war. 


Die Feststellung, daB isolierte und gewaschene Carcinomzellen 
an sich in ihrem Lipoid einen so groBen Cholesterinreichtum aufwiesen, 
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jegte naturgemaB die Frage nahe, wie sich in dieser Hinsicht das Stroma 
des Carcinoms verhalt, ob also der besagte Cholesterinreichtum auf 
die T'umorzellen beschrankt ist oder dem gesamten Carcinomgewebe 
zukommt. Da die bisherigen Untersucher durchwegs das Carcinom- 
yewebe in toto verarbeiteten, liegen tiber diesen Punkt noch keine 
Mitteilungen vor. 

Zur Beantwortung dieser Frage wurde jener Rickstand untersucht, 
der nach auBerst energischem, bis zur Gewinnung einer klaren Kolier- 
flussigkeit fortgesetztem Auspressen des zerhackten Carcinomgewebes 
im Koliertuch zuriickblieb. Wenn auch dieses Substrat, das makro- 
skopisch einen rein bindegewebigen Eindruck machte, selbstverstandlich 
noch ‘Tumorzellen enthielt, so erlaubt doch die Gegeniiberstellung der 
an ihm gewonnenen Werte mit dem aus isolierten Zellen erhaltenen 
eine Vorstellung von den hier herrschenden Verhaltnissen. Es ergeben 
sich, wie man aus Tabelle I ersieht, in dem aus dem Stroma des Carcinoms 
gewonnenen Lipoid — dessen auf ‘lrockensubstanz berechnete Menge 
hinter dem aus isolierten Zellen stammenden im allgemeinen nicht 
zuriicksteht — gleichfalls sehr hohe Cholesterinwerte. Da das auf analoge 
Weise gewonnene und der Analyse unterworfene Stiitzgewebe normaler 
Organe einen ebenso niedrigen Cholesterinanteil aufwies wie die zu- 
gehérigen Zellen, gewinnt man hier den Eindruck, daB die Abweichung 
im Aufbau des Carcinomlipoids keineswegs auf die Zellen bes¢hrankt 
ist, sondern daB diese chemische Anomalie bemerkenswerterweise auch 
auf die Bestandteile des Stromas iibergreift. 

Nun erhebt sich die Frage, ob diese Abartung des Carcinom- 
lipoids nicht eine Eigentuimlichkeit des wachsenden Gewebes schlechtweg 
ist. Aus diesem Grunde wurden ergainzend auch /étale menschliche 
Leberzellen untersucht. Das Ergebnis dreier Lipoiddarstellungen, 
zu denen je vier Organe sechsmoratlicher Embryonen verwendet wurden, 
zeigt jedoch Werte, die denen reifer Organe gleichen (Tabelle III). 


Tabelle III. 


Embryonale Lebern. 





Lipoidgehalt in °/) des Trocken- Gesamtcholesterin in %/, des Gesamt- 
Nr. gewichtes lipoids 
Zellen Stiitzgewebe Zellen Stiitzgewebe 
; 2 — 1,6 
; 4 1,7 
10 10 3 2.5 


Dieses Ergebnis eines auBerordentlichen Reichtums des aus den 
Zellen sowie aus dem Stroma gewonnenen Carcinomlipoids an Chole- 
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sterin steht in vollem Einklang mit zahlreichen Ergebnissen friiher: 
am ganzen Gewebe arbeitender Untersucher, die einen Reichtum de» 
Tumorgewebes an Cholesterin, sei es in bezug auf Trockensubstan: 
(Burgheim) oder auf Frischgewicht (Bierich und Mitarbeiter) fest 
stellen konnten. Solcherart erscheint uns durch alle diese Unte: 
suchungen sichergestellt, daB das Carcinomlipoid eine von normale) 
epithelialen Organen abweichende chemische Zusammensetzung hat 

Diese Besonderheit kénnte nicht nur der von manchen Autoren 
z. B. Waterman, postulierten Annahme einer Anomalie der Zellperme. 
abilitat zugrunde liegen, sondern diirfte auch mit dem eingangs diese: 
Arbeit erwahnten gemeinsam mit Stern gefundenen Phanomen de: 
Lipoidauslésung aus Krebszellen durch Normalserum und damit wol)| 
auch mit der Cytolyse zusammenhangen. Die Feststellung eines 
besonderen Cholesterinreichtums des Carcinomlipoids legt ferner auch 
Beziehungen zu den von Hirszfeld und Mitarbeitern, sowie von 
Lehmann-Facius gefundenen serologischen Spezifitat des Carcinom- 
lipoids nahe, die ja bemerkenswerterweise neuerdings von FHisler und 
Jakobsohn durch Verwendung von Cholesterin als Antigen imitiert 
werden konnte. 

Zusammenfassung. 


1. Aus isolierten und von Zerfallsprodukten und sonstigen Bei- 
mengungen reingewaschenen Carcinomzellen durch Extraktion mit 
absolutem Alkohol gewonnenes Lipoid weist einen betrachtlich héheren 
Cholesteringehalt auf als das Lipoid, das analogerweise aus den Zellen 
parenchymatéser Normalorgane gewonnen wurde. 

2. Damit ist gezeigt, daB der in der Literatur vielfach dargelegte 
Cholesterinreichtum des Carcinomgewebes nicht mit Zerfallserschei- 
nungen oder extrazellularen Beimengungen zu erklaren ist, sondern 
ein wesentliches chemisches Merkmal der Carcinomzelle darstellt. 

3. Das in analoger Weise aus embryonalen Leberzellen dargestellte 
Lipoid weist in seinem Cholesteringehalt das gleiche Verhalten wie das 
Lipoid reifer Organe auf. 

4. Die Untersuchung des bindegewebigen Stromas der Tumoren 
ergab gleichfalls einen auf Lipoid bezogenen stark erhéhten Cholesterin 
gehalt, so daB sich also die an den isolierten Krebszellen ermittelte 
chemische Abweichung auch auf das Stroma der Geschwiilste erstreckt 


Literatur. 


Autenrieth, zitiert nach Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod 
Abt. I, Teil 6, S. 109. Bernstein u. Elias, Zeitschr. f. Krebsforsch. 26, 1. 
1928. — Bierich, Detzel u. Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 201, 158, 1931. 
Rolaffi, Zeitschr. f. Krebsforsch. 30, 170, 1930. Borst, Zeitschr. t 
Krebsforsch. 24, 337, 1924. — Breilsford-Robertson-Bournett, J. of exper. 








~S Ss 8G 77 








tihere) 


im des 


bstan: 
) fest 
Unte: 
‘maler 
y hat 
itorel 
verme- 
diese: 
nm der 
t woh)! 
eines 
* auch 
von 
inom- 
r und 
nitiert 


1 Bei- 
1 mit 
heren 


Zellen 


plegte 
schei- 
ndern 


tellte 


e das 


noren 
ferin- 
ttelte 
eckt. 








Cholesteringehalt im Carcinomlipoid. 305 


Med. 17, 1913. — Bullock, u. Cramer, Proc. Roy. Soc. London B. 87, 236. 
rgheim u. Joel, Klin. Wochenschr. 1929, S. 828; 1931, S. 397. 


(hauffard-Laroche-Grigaut, Ann. de Med. 8, 149, 1920. Eisler u. Jacob 
soln, Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 70, 301, 1931. Eber-Klinge u. Wacker, 
Zeitsehr. f. Krebsforsch. 22, 360, 1925. Fischer-Wasels, Bethe, Handb. 
ges. Phys. 14, LI. Hirszfeld, Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 51, 196, 
1927; 56, 464, 1928; Klin. Wochenschr. 1930, S. 342 u. 918. Jaffe 
u. Eliassow, Zentralbl. f. Pathol. 40, 229, 1927. Kahn, Ergebn. d 
inn. Med. u. Kinderheilkde. 27, 365, 1925. Kawamura, Die Cholesterin- 
verfettung. G. Fischer 1911. Lehman-Facius, Zeitschr. f. lmmun.-Forsch. 
56. 464, 1928; 70, 302, 1931. Loeper, Debray u. Tonnet, C. r. de la séance 
de la soe. biol. 85, 279, 1921. Robertson, Breilsford u. Bournett, J. of 
exper. Med. 17, 344, 1913. Roffo, La branca medica, Arg. 1924, zit. nach 
Chem. Centralbl. 1928, IT, 791. Rojffo u. Correa, Bol. del inst. de med 
exp. 2, Nr. 10, 44, 1926, zit. nach Rona, Ber. 36, 778. Rofjo, Bol. Inst. 
Med. exp. Canc. Buenos Aires 5, 144, 1929, zit. nach Rona, Ber. 54, 446. 
Rondoni, Zeitschr. f. Krebsforsch. 32, 416, 1930. Schoenbank, Zeitschr. 
f. Pathol. 27, 315, 1916. Thierfelder u. Klenke, Cerebroside und Phospha- 
tide. Berlin, Julius Springer, 1930. Waterman, Klin. Wochenschr. 1925, 
Ss. 1929; diese Zeitschr. 138, 535, 1922. Willheim u. Stern, ebendaselbst 
226, 315, 1930. Windaus, Zeitschr. f. phys. Chem. 65, 110, 1910. 
kK. Wolkow, Zeitschr. f. Krebsforsch. 31, 291, 1930. B. Wolter, diese 


Zeitschr. 55, 260, 1913. 





Beitrag zur Theorie der Senkungsgeschwindigkeit 
der roten Blutkérperchen. 
Von 
W. M. Bendien, J. Neuberg und I. Snapper. 


(Aus dem Laboratorium fiir Allgemeine Pathologie der Gemeinde-Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 21. Februar 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung haben wir verschiedene Faktoren 
besprochen, welche auf die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten 


einen Einflu8 ausiiben (1). Es hat sich dabei ergeben, daB die Senkungs- 
geschwindigkeit eine Funktion des Fibrinogen- und des Globulin- 
gehalts des Plasmas und des Blutzellvolumens ist, wie durch folgende 
Formel annahernd ausgedriickt wird!: 
45 
Zellvolumen 
+- (Globul. °/,, — 22) . 27/,}. 

Wie ist nun physikalisch-chemisch der EinfluB dieser drei ge- 
nannten Faktoren auf die Blutkérperchensenkung zu erkiaren? Schon 
oft haben andere Untersucher die Bedeutung der Stokesschen Forme! 
in dieser Hinsicht in den Vordergrund geriickt (2). Diese Formel gibt 


Senkungsgeschwindigkeit = {(Fibrin. © 9, — 3,5) . 12 


1 Snapper u. Bendien, diese Zeitschr. 235, 14, 1931, vorher schon 
publiziert Ned. Tijdschr. v. Geneesk. 2, 3490, 1930; s. auch Ber. f. d. ges 
Physiol. 57, 606. In der Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 75 ist ungefahr gleich- 
zeitig mit unserem Artikel in dieser Zeitschr. eine Arbeit von Westergren 
erschienen, in der ebenfalls eine empirische Forme! fiir die Senkungs- 
geschwindigkeit angegeben wird. Die Westergrensche Formel zeigt auBe1 
einzelnen abweichenden Punkten eine deutliche Ubereinstimmung mit 
unserer Formel, insofern als auch darin ein Faktor fiir das Fibrinogen 
gegeben wird, mit dem die Senkungsgeschwindigkeit linear proportional! 
zunimmt. Auch gibt Westergren einen derartigen Faktor fiir das Globulin 
an, der jedoch ungefahr 20mal so klein ist. 
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an, daB die Bewegungsgeschwindigkeit (v) eines Kolloidteilchens in 
einem Dispersionsmittel ausgedriickt werden kann durch: 


eal Treibende Kraft 
Widerstand 


Als Wert des Widerstands eines kugelf6rmigen Teilchens berechnete 
Stokes 6ayHr, worin » die Viskositat des Milieus ist und r der Radius 
des Teilchens. Wo es sich um Senkung handelt, ist die treibende Kraft 
natirlich das Gewicht des Teilchens, vermindert um den Auftrieb des 
Teilchens in der Flissigkeit. Deshalb gilt fiir ein kugelférmiges Teilchen: 

co Pare —D)q oe 2 (@—D)¢. 
ba nr 9 n 
In dieser Forme] bedeutet d die Dichte des Teilchens, D die des Dis- 
persionsmittels und g die Erdbeschleunigung. 

Hierin kommen drei verdnderliche GréBen vor: r, 7 und d. 

Es ist klar, daB diese Formel von Stokes nicht ohne weiteres fiir 
die quantitative Berechnung der Senkungsgeschwindigkeit der roten 
Blutkérperchen angewandt werden kann (3). Wichtig ist aber in dieser 
Hinsicht eine nahere Analyse des Faktors r. Dieses r darf nicht mit 
dem Radius eines roten Blutkérperchens gleichgestellt werden, denn 
die Beobachtung eines Blutes mit der Lupe wahrend der Senkung 
zeigt, daB wenigstens beim Menschenblut niemals die Erythrocyten 
selbst sich absetzen, sondern stets Kliimpchen von Erythrocyten, 
welche sich sekundar durch Agglutination gebildet haben. Aus der 
Stokesschen Formel kann man deshalb ableiten, dab, je gréBer der 
Durchmesser dieser Erythrocytenkliimpchen, um so gr6Ber die Senkungs- 
geschwindigkeit ist. Alle Faktoren, welche die Agglutination der Blut- 
kérperchen férdern, erhéhen also die Senkungsgeschwindigkeit. 

Die Agglutination wird sicher von der Anwesenheit gréBerer 
Mengen Fibrinogen und Globulin geférdert, wie sich aus der friiher von 
uns angegebenen Forme] ableiten l4Bt. Durch welchen Mechanismus 
férdern aber Fibrinogen und Globulin diese Agglutination ¢ Fahraeus (4), 
der sowohl praktisch wie theoretisch das Problem der Senkungs- 
geschwindigkeit wieder angeregt hat, hat zu dieser Erklarung die 
Tatsache herangezogen, daB bei dem py des Blutes Globulin und 
Fibrinogen eine niedrigere Ladung besitzen als Albumin. Die Ladung 
der Erythrocyten ist abhangig von der Ladung der Kolloide, in denen 
sie suspendiert sind. Erythrocyten eines albuminreichen, aber globulin- 
und fibrinogenarmen Blutes sollten also eine gréBere negative Ladung 
haben und sich gegenseitig starker abstoBen. Im fibrinogenreichen 
Blut sollte die negative Ladung der Erythrocyten kleiner sein, wodurch 
eine gréBere Tendenz zur Agglutination entstiinde. Es ist aber nicht 
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gelungen, zu beweisen, daB die Erythrocyten eines schnell senkendey 
Blutes eine niedrigere Ladung haben als die Zellen eines langsa), 
senkenden. Im Gegenteil haben Schechter und Bliihbaum (5) gezeiy 
daB die Blutkérperchen von langsam- und schnellsenkendem Bhi 
ungefahr dieselbe Kataphoresegeschwindigkeit zeigen: die Ladung 
dieser Erythrocyten scheint also ungefahr dieselbe zu sein. Auch di 
Forderung, daB die Menge eines mehrwertigen positiv geladenen Lons 
(Lanthan), welche nétig ist, um die roten Blutkérperchen zu entlader 
bei schnell senkendem Blut kleiner sein sollte als bei langsam senkenden 
konnte nicht bestatigt werden. 

Ks besteht also kein Grund, anzunehmen, daB die roten Blut 
kérperchen schnell senkenden Blutes eine niedrigere Ladung (eigentlich 
ein niedrigeres Potential) haben als die roten Blutkérpercheti langsam 
senkenden Blutes. Vom rein theoretischen Standpunkt aber sollte man 
iiberhaupt keinen direkten Zusammenhang zwischen Kataphorese- 
geschwindigkeit der roten Blutkérperchen und Senkungsgeschwindig- 
keit annehmen, denn die Tatsache, daB eine verminderte Ladung cer 
Kolloidteilchen die Stabilitat einer Lésung verringert, gilt nur fiir das 
Ausflocken lyophober Kolloide unter dem EinfluB von Elektrolyten, 
namentlich von mehrwertigen, dem Sol entgegegengesetzt geladenen 
lonen [sogenannte kritische Potentialtheorie (6)|.. Hiermit haben wir 
aber bei der Senkungsgeschwindigkeit des Blutes nichts zu tun; im 
Gegenteil, hier hat man ein gegenseitiges Koagulieren von Kolloiden, 
und hier besteht ein anderer Zusammenhang zwischen Ladung und 
Stabilitat. 

Von Zsigmondy (7) ist gezeigt worden, daB die Stabilitat eines 
(lvophoben) Goldsols bedeutend vergré6Bert wird durch Hinzufiigunyg 
kleiner Mengen Gelatine und anderer EiweiBkorper. Er fiihrte den Ausdruck 
» Schutzkolloide** fiir diese EiweiBkérper ein. Die Schutzwirkung kommt 
zustande, weil die stabilen EiweiBteilchen ihre Stabilitat auf die viel weniger 
stabilen Goldteilchen iibertragen. 

Schon bald darauf ist von Gann (8) gezeigt worden, daB EiweiBteilchen 
durchaus nicht immer ein Goldso! stabilisieren, sondern daB in schwach 
saurem Milieu kleine Mengen Eiwei8 das Goldsol sogar koagulieren. 

Spater hat Freundlich (10) den sogenannten sensibilisierenden Einfluli 
des negativ geladenen Serumalbumins auf das positiv geladene Eisen 
hydroxydsol studiert. 

Ob ein EiweiBsol eine schiitzende oder eine ausflockende Wirkung aut 
ein lyophobes Sol ausiibt, ist offenbar abhangig vom Sauregrad det 
Lésung; es war also wichtig, genau den Einflu®B vom pu auf den Ladungs- 
stabilitatsverlauf zu studieren | Reinders und Bendien (11)]. 


Folgendes Beispiel erlautert die Sachlage. Gelatine und Casein 
sind zwei KiweiBkérper mit vollkommen gleichem isoelektrischen 
Punkt (py = 4,7): bei einem py iiber 4,7 sind Gelatine und Casein 
also negativ geladen, bei einem py unter 4,7 positiv. Zu einem Goldsol, 
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das ungeachtet des py immer negativ geladen ist, werden nun zn- 
nehmende Mengen entweder von Gelatine oder von Casein zugesetzt. 
jas Milieu der Reaktion wird auf einem py von 3,5 gehalten, wobei 
also Gelatine und Casein positiv geladen sind. Man kann jetzt folgende 
Phanomene beobachten. 

a) Bei Zusatz von kleineren Mengen Gelatine tritt eine vollkommene 
vegenseitige irreversible Koagulation auf, ebenso wie bei Hinzufiigung 
mehrwertiger positiver lonen. Diese Koagulation entsteht, weil das 
Goldsol von der positiv geladenen Gelatine entladen wird. Wird aber 
jetzt dem urspriinglichen Goldsol mehr Gelatine zugefiihrt, dann wird 
das Goldsol umgeladen zu der positiven Ladung der Gelatine selbst: 
hierbei wird das Sol aber wieder sehr bestandig. Wenn noch gréBere 
Mengen Gelatine zugesetzt werden, bleibt das gemischte Sol ebenfalls 
bestandig. 

b) Bei Zusatz von Casein ist der Verlauf jedoch anders. Kleine 
Mengen Casein ergeben wieder eine vollkommene gegenseitige Koagula- 
tion, die auf Entladung des Goldsols beruht. GréBere Mengen Casein 
verursachen Umladung, und das Sol wird wieder bestandig. Bei noch 
groBeren Konzentrationen an Casein tritt aber eine zweite Zone ver- 
ringerter Bestdndigkeit auf. Diese neue Koagulation entsteht, weil 
Casein selbst in dieser gréBeren Konzentration nicht sehr léslich ist, 
und schon spontan, aber mehr noch unter dem EinfluB der fremden 
Goldpartikelchen, die Neigung zeigt, allmahlich auszuflocken; hierbei 
werden die vorhandenen Goldteilchen mitgerissen. Diese zweite Agglu- 
tination entsteht allmahlich und ist reversibel. Ein auf diese Weise 
agglutiniertes Sol ist durch einfaches Aufschiitteln wieder fiir kurze 
Zeit zur Auflésung zu bringen. 

Merkwiirdig ist ferner die Erscheinung, die man beobachten kann, 
wenn einem Goldsol bei einem py = 4,7 (also bei dem isoelektrischen 
Punkt der Gelatine) steigende Mengen Gelatine hinzugefiigt werden. 
ei Hinzufiigung kleiner Mengen Gelatine tritt eine Zone vollkommener 
gegenseitiger irreversibler Koagulation auf, die durch eine Entladung 
des gemischten Sols verursacht wird. Wird eine gréBere Gelatine- 
menge dem urspriinglichen Goldsol hinzugefiigt, dann wird die Ladung 
des Sols gleich der der Gelatine selbst, also vollkommen Null. Das Sol 
zeigt keine Kataphoresegeschwindigkeit mehr und ist trotzdem voll- 
stindig stabil. Diese Stabilitaét ist in Ubereinstimmung mit der Tat- 
sache, daB Gelatine selbst, auch bei ihrem isoelektrischen Punkt, noch 
eine ziemlich groBe Lésungsstabilitit besitzt. Gelatine flockt auch 
dann nicht spontan aus, sondern erst bei Hinzufiigung koagulierender 
Agenzien, wie Alkohol. Die Bestandigkeit eines Goldsols beim py = 4,7 
bei Zusatz von gréBeren Mengen Gelatine, d.h. die Bestandigkeit 
von Kolloiden, auch wenn jede Ladung fehlt, beweist, daB von einem 
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direkten Zusammenhang zwischen Ladung und Stabilitét in eine 

Sol, dem Eiweibstoffe hinzugefiigt werden, keine Rede sein dart. 
Eine schematische Darstellung dieser Verhaltnisse geben folgen«: 


Abbildungen. 


\ 


\ > 
\ S| \ 


\ \ 
} _ 


= — ~- 
\ Ge/atinkonzentraton \ Casemkonzentration Gelatinkonzentraton 


\ 
\ 
"rintiticitintieniies 


an 


Abb. 1. Abb. 2. 


Verlauf der Liésungsstabilitaét eines Goldsols bei Dasselbe wie in Abb. 1, 


Zusatz von steigenden Mengen Gelatine und nur bei Py 4,7. 
Casein bei pg 3,5. 
Mit ———— ist die stabile Zone angegeben, 
mit --—-—--— die labile Zone. 


Bei der Agglutination der Erythrocyten wahrend der Senkungs- 
reaktion begegnet man Verhaltnissen, welche eher zu vergleichen sind 
mit den Bedingungen, die man hat, wenn einem Sol ein Uberschul 
von EiweiBstotfen zugesetzt wird; die Erythrocyten sind dann als 
die Partikelchen des Sols zu betrachten. Oben haben wir gesehen, 
daB die Stabilitaét eines Sols, dem ein Uberschu8 an EiweiBstoffen zu- 
gesetzt wird, durch die Stabilitat der EiweiBkérper selbst bedingt 
wird; die Stabilitat der Suspension wird auch in Blut nicht direkt von 
der Ladung der Kolloide abhangig sein. Dagegen wird die Anwesenheit 
von leicht agglutinierenden, d.h. labilen Kolloiden im Plasma, die 
Labilitaét der Suspension der Erythrocyten im Plasma _ vergréBern. 
Deshalb werden die PlasmaeiweiBstoffe, die leicht agglutinieren, in 
gréBeren Konzentrationen auch die Agglutination der roten Blut- 
kérperchen bewirken. 

Am leichtesten agglutiniert das Fibrinogen; dieses hat sogar in 
Novirudin- oder Citratplasma die Neigung, nach einiger Zeit, wenn 
auch sehr langsam, auszuflocken, besonders wenn es in groBer Kon 
zentration vorhanden ist. Das Globulin hat diese Eigenschaft nicht 
doch kénnen kleine Mengen eines fremden Stoffes, die zu Serum ode1 
Plasma zugesetzt werden, eine langsame Koagulation von Globulin 
verursachen (wie wir weiterhin bei den Stabilitaétsreaktionen noch 
naher besprechen werden). In Fallen sehr hohen Globulingehalts kann 
sogar eine einfache Verdiinnung des Serums mit dem doppelten Volumen 
Wasser eine reichliche Fillung des Globulins bewirken. 
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Die Tatsache, daB die Stabilitat eines EiweiBsols nicht nur von 
ier Ladung der Teilchen bestimmt wird, ist in den letzten Jahren 
allgemein hervorgehoben worden (AKruyt und Schiiler). Diese haben 
ausgefiihrt, daB die Stabilitat eines EiweiBsols stets von wenigstens 
zwei Faktoren bestimmt wird, und zwar von der Ladung und der 
Hydratation. So kénnen auch die oben mitgeteilten Tatsachen, daB 
Gelatine bei ihrem isoelektrischen Punkt noch eine ziemliche Léslichkeit 
besitzt und erst durch Hinzufiigen fremder Stoffe, wie Alkohol, zum 
Austlocken zu bringen ist, wahrend Casein bei diesem py tiberhaupt 
nicht zur Auflésung zu bringen ist, besser verstanden werden; Gelatine 
ist ja viel starker hydratisiert als Casein. 

Worauf beruht nun die Labilitat des Fibrinogens und des Globulins 
im Plasma? Fir das Fibrinogen wird als isoelektrischer Punkt meistens 
ein Wert zwischen 6 und 7 angegeben. und es kénnte also seine geringe 
Ladung bei dem py = 7,3, dem py des Blutes, die Ursache seiner 
Labilitat sein. Es ist jedoch fraglich, ob dies die richtige Deutung ist ; 
vielleicht erklart die auch nach Zusatz von antikoagulierenden 
Agenzien noch vorhandene Neigung des Fibrinogens, sich besonders 
auf der Oberflache der roten Blutkérperchen in Fibrin zu verwandeln, 
die Labilitat besser. In diesem Zusammenhang sind die Untersuchungen 
von W éhlisch (12) interessant. Dieser Forscher findet den isoelektrischen 
Punkt des Fibrinogens bei 4,85, also ungefahr denselben wie fiir Albumin. 
Auf der Oberflache der Erythrocyten erfaihrt das Fibrinogen nach 
NW dhlisch jedoch eine Denaturierung in einen gelartigen Zustand, der 
mehr oder weniger identisch ist mit dem Fibrin (fiir dieses Dena- 
turierungsprodukt gibt Wohlisch einen isoelektrischen Punkt von 
6,0an). Es ist die grofe Klebrigkeit dieses Gels, welche die Agglutination 
der roten Blutkérperchen férdern soll. Es ist W dhlisch gelungen, mikro- 
skopisch die elastischen Faden sichtbar zu machen, durch welche die 
Erytbrocyten in den Agglutinationskliimpchen zusammenhangen. 

Vollkommen unzulanglich ist jedenfalls die Ladungstheorié zur 
Erklarung der Labilitat des Globulins. Wenn dieses EiweiB auch einen 
isoelektrischen Punkt = 5,2 hat, gegeniiber Albumin 4,7, so ist doch 
seine Ladung bei 7,3, dem py des Blutes, noch so bedeutend, daB die 
Labilitat des Globulins auf diese Weise nicht erklart wird. Aber auch 
die Hydratationslehre ]aBt uns hier im Stiche, da das labilere Globulin 
eine héhere spezifische Viskositat besitzt als das Albumin, und also 
stirker hydratisiert sein soll als das stabilere Albumin! Moglich ware 
folgende Erklarung. Um Globulin in Lésung zu halten, ist eine gewisse 
Menge Elektrolyt nétig. Nun ist in Serum mit hohem Globulingehalt 
die Elektrolytmenge im allgemeinen nicht erhéht. Vielleicht ist hier- 
durch die Lésungsstabilitat dieser gr6Beren Konzentration an Globulin 


geringer als in Seren mit weniger Globulin. 
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Die Faktoren, welche die VergréBerung der Teilchen férde; 
und hierdurch die GréBe von r in der Formel von Stokes beeinfluss: 
sind in dem Plasma also die Fibrinogen- und Globulinerhéhung. 

Auf die Frage, ob méglicherweise noch andere Stoffe vorhanden 
sind, die die Agglutination fordern, kommen wir an anderer Stelle zuriick 
Der zweite Faktor, der nach der Formel von Stokes die Senkungs.- 
geschwindigkeit eines kolloidalen Teilchens beeinfluBt, ist das y, d 
die Viskositaét des Milieus: in dem MaBe, in dem die Viskositat des 
Milieus geringer wird (also die Fliissigkeit weniger ,,sirupartig’’ ist), 
steigt die Senkungsgeschwindigkeit. Das Milieu, in dem das Kon- 
glomerat der Erythrocyten sich senkt, ist das Blut selbst und nicht 
das Plasma; denn der innere Widerstand, der der Senkung entgegen- 
wirkt, wird hervorgerufen sowohl durch die Zahfliissigkeit des Plasmas, 
wie durch den Anprall gegen die anderen Konglomerate, die eine: 
schnellen Senkung im Wege stehen. Es ist bekannt, daB die Viskositit 
des Blutes hauptsachlich bestimmt wird durch die Zahl der roten 
Blutkérperchen, und zwar ist die Viskositaét dieser Zah] ungefilr 
proportional. In Fallen anamischen Blutes kann die Viskositat des 
Blutes von normal = — 4,5 bis auf 2,0 sinken; in Fallen von Poly- 
globulie kann sie bis 6 steigen. Es ist also verstandlich, daB in anami- 
schem Blut meistens die Senkungsgeschwindigkeit gréBer ist, als mit 
der Fibrinogen- und Globulinerhéhung iibereinkommt. In unsere: 
Formel wird die Anaimie ausgedriickt durch das Verhaltnis des Zell- 
volumens, bestimmt mit dem Hamatokrit, zu dem Normalwert (etwa 45 
Dieses Verhaltnis stimmt ungefahr mit dem Verhaltnis der Zah] der 
roten Blutkérperchen zum Normalwert iiberein. Der EinfluB der 
Anaimie auf die Senkungsgeschwindigkeit beruht also in erster Stelle 
auf der Tatsache, daB im anamischen Blut die Viskositat niedriger ist 
als in normalem Blut: hierdurch wird die Senkungsgeschwindigkeit 
groBer. Inmmer muB jedoch bedacht werden, da primar, unter dem 
KinfluB von Fibrinogen- und Globulinerhéhung, Agglutination von 
Erythrocyten stattfinden soll, bevor die Senkung beginnt. So ist zu 
erklaren, daB, sobald das Plasma ein normales EiweiBspektrum hat, 
sogar in stark animischem Blut keine nennenswerte Senkung statt- 
findet, wie in unserer vorangehenden Arbeit iiber die Senkungs- 
geschwindigkeit ausgefiihrt ist. 

AuBer durch die Zahl der roten Blutkérperchen wird die Vis- 
kositat des Blutes durch die Viskositét des Plasmas beeinflubt 
Diese kann, abhingig von dem EiweiBspektrum, zwischen etwa 1.5 
bis 2,5 schwanken. Dieser Einflu8 auf die Viskositat des Voll- 
blutes ist also viel geringer als derjenige der Zahl der roten Blut- 
kérperchen. SchlieBlich weisen wir noch darauf hin, daB in Fallen 
von Polyglobulie die Senkungsgeschwindigkeit meistens auBer- 
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rdentlich niedrig ist (ungefahr 1mm _ pro Stunde), in Uberein- 
stimmung mit der hohen Viskositat. 

Der dritte Faktor, der nach der Formel von Stokes die Senkungs- 
veschwindigkeit beeinfluBt, ist das spezifische Gewicht der Teilchen. 
Nun sind die Unterschiede im spezifischen Gewicht der roten Blut- 
korperchen im allgemeinen nicht groB; sie schwanken normal zwischen 
1.08 bis 1,09, in pathologischen Fallen zwischen 1,06 und 1,11. Wenn 
wir jedoch beriicksichtigen, daB das spezifische Gewicht des Plasmas 
stets ungefihr 1,03 ist, dann kénnen deshalb die Unterschiede im 
spezifischen Gewicht zwischen Erythrocyten und Plasma, die also den 
Faktor d — D bestimmen, wechseln zwischen 0,03 und 0,08: relativ 
yesprochen also zwischen 3 und 8, wahrend als Normalwert 5,5 ge- 
funden wird. 

Wenn in zwei verschiedenen Blutproben EKiweibspektrum und 
Blutzellvolumen genau dieselben sind, sollte eigentlich die Schnelligkeit 
und Intensitat der Agglutination dieselbe sein: die Erythrocyten- 
kliimpchen sind dann in beiden Fallen gleich groB, die Viskositaét des 
Blutes ebenfalls. Eigentlich sollte also die Blutkoérperchensenkung in 
beiden Fallen gleich groB sein. Wenn nun aber im ersten Falle die 
Erythrocyten ein viel héheres spezifisches Gewicht haben als im 
zweiten, dann wird das Gewicht der gleichgroBen Erythrocyten- 
kliimpchen im ersten Falle auch gréBer sein als im zweiten. Die Blut- 
korperchensenkung geht dann im Blut mit den schwereren Erythrocyten 
schneller vor sich als im anderen Blute, obgleich die Faktoren, die im 
allgemeinen die Senkung beeinflussen, Globulin, Fibrinogen und Zell- 
volumen, in beiden Fallen dieselben sind. 

In extremen Fallen kann deshalb die Senkungsgeschwindigkeit 
auch noch durch das spezifische Gewicht der Erythrocyten beeinflubt 
werden. Nun kommen diese extremen Falle gerade bei anamischem 
Blute vor. Od6cstreich (13) hat z. B. gefunden, daB bei pernizidsen 
Anaimien das spezifische Gewicht stets iiber normal liegt, waihrend es 
bei sekundiren Andmien oft herabgesetzt ist. Wir haben nun in der 
Tat beobachtet, da betrachtliche Abweichungen von der von uns 
gegebenen Forme] fiir die Senkungsgeschwindigkeit fast stets Fille 
von Anaimie betrafen mit Farbindices, die viel gréBer oder kleiner als | 
waren; bei pernizidsen Anamien waren die Senkungsgeschwindigkeiten 
hoher, bei sekundaren Andimien mit niedrigem Indices die Senkungs- 
geschwindigkeiten oft niedriger als die berechneten. Von dieser letzteren 
Kategorie ist bereits ein schlagendes Beispiel in unserer friiheren Mit- 
teilung gegeben. Es betraf den Fall einer Animie mit dem Index 

1/,. Wir haben nun in einigen Fallen untersucht, ob wir in der 
Tat nachweisen kénnten, daB in diesen Fallen mit stark erhdhten oder 
erniedrigten Hamoglobinindices die roten Blutkorperchen selbst die 
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Ursache der abweichenden Senkungsgeschwindigkeit waren. Wi: 
brachten zu diesem Zwecke in diesen Fallen von abweichender Senkung 
geschwindigkeit normale Erythrocyten in das pathologische Plasm 
und zwar so, daB wieder dasselbe Zellvolumen, wie die eigenen Erythr: 
cyten im Plasma hatten, hergestellt wurde; darauf wurde die Senkung-s 
geschwindigkeit gemessen. Selbstverstaindlich nahmen wir dazu stets 


Tabelle I. 





Beobachtete Berechnet 

Zell- Senkungs- Senkung 
volumen| Index | gesehwin- geschwi 
digkeit digkeit 


Diagnose Eiweifispektrum 


Sekundare Total-Eiwei} 82,9 
Animie Albumin 47,4 | 
Globulin 31,1 | 

Fibrinogen 3,6 


20 


Normale 
Erythrocyten 
in dieses Plasma 
gebracht 


Sekundare Total-EiweiB 72,3 
Animie Albumin 41,8 | 
Globulin 27,0 | 

Fibrinogen 3,5 


Normale 
Erythrocyten 
in dieses Plasma 
gebracht 


Erythrocyten 
|| von pernizioser 
|| Anamie in dieses 
|| Plasma gebracht 


Perniziose Total-EiweiB 79.2 

Anamie Albumin 43,2 | 
Globulin 31,6 | 
Fibrinogen 4,5 


Perniziése Total-EiweiB 69,3 

Aniamie Albumin 32,2 | 
Globulin 31,1 | 
Fibrinogen 5,7 


Sekundare Total-Eiweib 60,0 
Anamie Albumin 26,6 | 
Globulin 30,7 | 

Fibrinogen 2,7 


Normale 
Erythrocyten 
in dieses Plasma 
gebracht 
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normales Blut von derselben Blutgruppe, zu welcher das pathologische 
Blut gehérte. Das (Citrat)-Blut wurde dazu sehr scharf abzentrifugiert, 
das Plasma scharf abgehoben, und dann die Erythrocyten in das patho- 
logische Plasma tibertragen. Im Fall 2 haben wir auber normalen 
Krythrocyten auch einmal Erythrocyten des Patienten aus Fall 3 
(perniziése Animie) in das Plasma gebracht. 

Aus der Tabelle I ist also ersichtlich, daB in diesen Ausnahme- 
fallen von abweichender Senkungsgeschwindigkeit tatsachlich normale 
Erythrocyten, in das Plasma des abweichenden Blutes gebracht, die 
berechnete Senkungsgeschwindigkeit aufwiesen, wahrend die schweren 
Erythrocyten aus Fall 3, in das Plasma des Falles 2 gebracht, wirklich 
stirker senken, als der berechnete Wert angibt. 

Es scheint uns also sicher, daB in Fallen von Anamien mit einem 
stark abweichenden Index die roten Blutkérperchen selbst auch einigen 
KinfluB auf die Senkungsgeschwindigkeit ausiiben. Wir erinnern in 
diesem Zusammenhang noch einmal an die auch in unserem vorigen 
Artikel erwahnte Untersuchung von Nasathaka Ohno (14), der nach- 
gewiesen hat, daB die Senkungsgeschwindigkeit von roten Blutkérper- 
chen, in Hayemscher Lésung suspendiert, bei einem konstanten Zell- 
volumen sich proportional dem Index der Erythrocyten andert. 

Fiir abweichende Faille von starker Anaimie wiirde sich also emp- 
fehlen, unsere Formel fiir die Senkungsgeschwindigkeit in folgender 
Weise zu vervollstandigen: 

45 
Zellvolumen 


+ (Globul. °/,, — 22). 2"/,}, 


Senkungsgeschwindigkeit I |(Fibrin. ° 4, -— 3,5). 12 


worin J der Index der Anamie ist. 

Diese Korrektur wiirde bei perniziésen Andimien und oft bei 
sekundaren Anadmien eine Verbesserung bedeuten. 

DaB ein Zusammenhang zwischen der Stabilitaét der Plasmaeiweib- 
kérper und der Senkungsgeschwindigkeit besteht, kénnen wir noch 
durch einige Experimente naher belegen. 

Winternitz (15) hat mitgeteilt, daB 0,1 cem Novasurol zu 1 cem 
Blut hinzugefiigt, die Senkungsgeschwindigkeit bis fast auf Null her- 
untersetzt. Winternitz meinte, daB die Veranderungen des physikalisch- 
chemischen Zustandes der BluteiweiBstoffe unter dem EinfluB des 
Novasurols, welche durch diesen Versuch angedeutet werden, eine 
Erklarung der diuretischen Wirkung des Novasurols geben kénnten. 

fy . . . . . . 

In Ubereinstimmung damit zeigte sich auch, dal Quecksilbersalze, 


z. B. HgCl, auf analoge Weise die Senkungsgesch windigkeit beeinflussen. 


21° 
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Wir haben jedoch festgestellt, daB man es hier nicht mit einer a 
gemeinen Eigenschaft der Diuretica zu tun hat. Caffein und Euphy!lin 
beeinfluBten namlich, wie sich zeigte, kaum die Senkungsgesch windi: 
keit. Dagegen bewirkte Diuretin eine sehr starke Abnahme der Se; 
kungsgeschwindigkeit. Das Diuretin besteht aus Theobromin und 
Natriumsalicylat. Es muBte also untersucht werden, welcher diese; 
beiden Bestandteile des Diuretins die Ursache der Verzégerung cde: 
Senkungsgeschwindigkeit war. Bei diesen Versuchen zeigte es sic} 
daB Theobromin fast keinen EinfluB hatte, waihrend 2!/,°/o9ig. Natrium 
salicylat die Senkungsgeschwindigkeit bis auf fast Null reduziert: 
Sogar 0,1°/9ig. Na-Salicylat verursacht eine betrachtliche Herabsetzung 
der Senkungsgeschwindigkeit. Wahrend Na-Salicylat, d. h. oxybenzoe 
saures Natrium, d’esen EinfluB auf die Senkungsgeschwindigkeit ausiibt 
sind die gleichen Konzentrationen von Na-Benzoat in dieser Hinsicli 
eigentlich unwirksam. Alle Versuche mit Na-Salicylat und Na-Benzoat 
ergaben dieselben Resultate. 

Wenn man dem Blute Natriumsalicylat hinzufiigt, bleibt dieses 
Salz zum gréBten Teil im Plasma und wird nur zu einem kleinen Tei! 
von den roten Blutkérperchen adsorbiert. Es zeigt sich dies direkt bei 
der naiheren Analyse des Einflusses des Natriumsalicylats auf die 
Senkungsgesch windigkeit. Wenn man zum Blutplasma mit Salicylat- 
zusatz frische, rote Blutkérperchen hinzufiigt, dann senken sich diese 
auch nur langsam; fiigt man dagegen die roten Blutkérperchen des 
Salicylatblutes zu Plasma von Blut mit einer hohen Senkungsgeschwin- 
digkeit hinzu, dann sinken auch jetzt die roten Blutkérperchen des 
Salicylatblutes sehr schnell. Das Salicylat muB also groSenteils im 
Plasma vorhanden sein. Tatsachlich zeigt die chemische Analyse des 
Plasmas nach Zusatz von Natriumsalicylat, daB ungefaihr 70°, des 
hinzugefiigten Salicylats im Plasma nachzuweisen ist. Wenn also 
zum Blut 0,25°%, Salicylat zugesetzt wird, dann wird die Salicylat 
konzentration im Plasma 0,35°,, betragen, da die Verteilung zwischen 
Plasma und roten Blutkérperchen nicht gleichmaBig ist. 

Auf welche Weise kann nun Na-Salicylat das Plasma derartiy 
verandern, daB die Senkungsgeschwindigkeit so stark reduziert wird ‘ 

1. Es ware méglich, daB das Natriumsalicylat die Menge Fibrinoge 
welche mittels der Methode Cullen-van Slyke bestimmt wird, ver- 
minderte. 

Um dies festzustellen, wurde zu Plasma 3!/,°/gig. Natrium 
salicylat hinzugefiigt. Wie aus Tabelle I] ersichtlich, wird die Fibrinoge- 
bestimmung nach Cullen und van Slyke hierdurch nicht beeinfluit 
Die Fibrinogenmenge des Plasmas bleibt dieselbe, auch bei Zusatz 


von Salicylat. 
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Tabelle 11. 





Fibrinogen nach 

Fibrinogen Hinzufiigung von 

Diagnose || in %/o9 Plasma 31/29/99 Natrium- 
salicylat 


I 


Akutes Rheuma..... 5,5 5.5 
Append. Abszes. . . . . 4,9 4,7 
Carcinoma recti . Deel 5,9 5,7 
an, ae ae “- 4,8 4,8 
i, 6.2 6,0 
a 6,5 6,6 


2. Wird vielleicht die Viskositét des Plasmas unter dem EinfluB 
des Natriumsalicylats veraindert ? Tabelle ILI lehrt, daB dies nicht der 
Fall ist. Ein Zusatz von 3!/,°/o9ig. Natriumsalicylat verandert, wie 
mit dem Viskosimeter von Ostwald festgestellt wurde, keineswegs die 
AusstrOmungszeit des Plasmas. Dieses Konstantbleiben der Viskositat 
des Plasmas beweist zugleich, daB Salicylat kein Globulin in Albumin 
verwandelt, denn dies wiirde sofort eine Verainderung der Viskositat 
verursacht haben. 

Tabelle Ill. 





Ausflubzeit* von 


; AusfluBzeit Ausflufzeit ~s - = ant.e 
Diagnose des Plasmas von Wasser ee + Sis Jos 
? 1002/, 64 100 
PO ky on 130 64 1293). 
Tumor Pulmonum. ...... 119 77 115*/, 
Lebercirrhose. ........ 393/,, 14 394/. 
a ee ee 21 14 204/;, 
Carcinom recti ........ 107°); 61%), 108 
a ae ga a te 103 61°); 103 
RIGS ba at ar ee Se 120 615), 1201). 
Apoems, Ame. 2... i wt 108 61%), 108 
? 1031), 615), 1024), 
* Diese AusfluBzeiten sind korrigiert fiir den EinflufB des Verdiinnungswassers der \ 


zugefiigten Salicylatlésung. Za bemerken ist, da® die AusfluBzeiten untereinander nicht zu 
vergleichen sind, weil, wie sich aus der AusfluBzeit des Wassers ergibt, verschiedene Viskosi- 
meter gebraucht sind. 


Dagegen war es wohl méglich, einen EinfluB des Natriumsalicylats 
auf die Stabilitat der Plasmaeiweibstoffe zu konstatieren. Der Ausgangs- 
punkt dieser Versuche war die merkwiirdige Tatsache, da das dem 
Natriumsalicylat so eng verwandte Natriumbenzoat keinen EinfluB 
auf die Senkungsgeschwindigkeit ausiibt, wahrend ersteres von grobem 
EinfluB ist. 

Zur Messung der Stabilitat der Serum- oder Plasmaeiweibkorper 
kann man die sogenannten Stabilistdtsreaktionen benutzen. Setzt man 
zu Serum oder Plasma eine Lésung hinzu, die die Eiweibstoffe all- 
mahlich zur Koagulation bringt, dann hat man in der Geschwindigkeit, 
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mit welcher eine Tribung oder Ausflockung auftritt, einen MaBsta 
fir die Stabilitat des Plasmas oder Serums. Es gibt mehrere Methode; 
zur Bestimmung der Labilitat des Plasmas. 

Methode Gerloczy. Zu 0,2cem Plasma wird '/,.9 mol. K,SO,, K¢ 
KNO,, KJ oder KCNS hinzugefiigt und 10 Minuten lang auf 50 bis 60 
erhitzt, worauf nach kiirzerer oder langerer Zeit die auftretende Triibuny 
oder Ausflockung verglichen wird. 

Methode d@ Aranyi. Hierbei wird 0,2 cem Serum vermischt mit 1,1 ec 
einer Lésung, die auf 1 cem Alkohol 4,1 cem 2° ige NaCl-Losung enthalt. 
Nach Verlauf von '/,, 1, 2, 3 und 24 Stunden wird die Triibung verglichen 

Methode Matefy (16). Hierbei fiigt man zu 0,2 cem Serum 1 cen 
14% oo Al,(SOq4), hinzu. Diese Aluminiumsulfatlésung wird immer frisch 
bereitet durch Verdiinnung einer */,°,igen L6sung. Nach !/,, 1, 14/, Stunden 
oder linger wird die Triibung der Lésungen, die bei Zimmertemperatwu 
gehalten werden, beurteilt. Matefy hat mit seiner Methode nur Serun 
untersucht, und zwar zur Beurteilung der Prognose bei Tuberkulose. 


Wir haben uns dieser Methode bedient, um zu untersuchen, ob 
das Natriumsalicylat einen anderen EinfluB auf die Stabilitat de: 
Plasmaeiweibe ausiibt als das Benzoat. Die Reaktion geschah stets 
in der Weise, daB zu 0,2 cem Plasma die zu untersuchenden Substanzen in 
einer Menge, die nie gréBer als 0,1 cem war, zugesetzt wurden. Dieser 
Mischung wurde aus einer weiten Pipette schnell 1 cem des Al,(SO,), 


Reagens hinzugetiigt. 

Es zeigte sich nun, daB im Plasma, dem 3'/,°/ 9, Natriumsalicylat 
hinzugefiigt worden war, die Ausflockung immer spater auftrat als 
im Plasma ohne Zusatz oder im Plasma mit 3!/,°/9. Natriumbenzoat. 
Die Unterschiede waren jedoch gering. 

Viel deutlicher wurden die Unterschiede bei Zusatz der doppelten 
Menge Natriumsalicylat oder Natriumbenzoat, waihrend bei Zusatz 
dieser beiden Salze folgendes Resultat erhalten wurde. 


, oO 
von 1%, 


Tabelle IV. 





Senkungs- Zeit de Awesche Zeit 
Cecaelt Pat ain Weems ——— Aussehen des Plasmas 
81 Nach 5 Min. a@ und ¢ sehr triibe 18 Std. a und ¢ viel Sediment 
b klar b leicht tribe 
59 _ oo * a und e¢ sehr triibe wo a und ¢ viel Sediment 
b klar b tast klar 
a und ¢ sehr triibe - a und ¢ viel Sediment 
} klar b fast klar 
aund ¢ leicht triibe - a und ¢ wenig Sediment 
b klar » klar 
a und ¢ sehr tribe ; a und ¢ viel Sediment 
b klar » fast klar 


Plasma ohne Zusatz, 
"9 mit 1°, Natriumsalicylat, 
1°, Natriumbenzoat. 
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Die Triibung und Sedimentation trat in ¢ immer etwas spater auf 
als in a. 

Hierbei haben wir uns noch iiberzeugt, daB auch 1°. Natrium- 
henzoat nur sehr geringen EinfluB auf die Senkungsgeschwindigkeit 
der roten Blutkérperchen ausiibt. 

Durch Natriumsalicylat, das die Senkungsgeschwindigkeit so 
erheblich vermindert, wird offenbar auch die Labilitat der Plasma- 
eiweiBstoffe herabgesetzt, waihrend Natriumbenzoat, welches keinen 
KinfluB auf die Senkungsgeschwindigkeit ausiibt, auch die Labilitat der 
PlasmaeiweiBkérper unbeeinfluBt laBt. Dies Resultat bildet ein kraftiges 
Argument fiir die Annahme, daB ein Zusammenhang zwischen der 
Labilitat der PlasmaeiweiBstoffe und der Senkungsgeschwindigkeit bestehe. 

Man k6énnte vielleicht gegen die oben angefiihrten Resultate ein- 
wenden, daB méglicherweise das Matefy-Reagens, das Al,(SQO,)s, auf 
Natriumsalicylat und auf Natriumbenzoat verschieden einwirkt. Dieser 
Kinwand wird aber durch folgenden Versuch widerlegt. 

Bei einem Patienten mit sehr hohem Globulingehalt des Serums 
(55°/99), waren Serum und (Novirudin) Plasma so labil, daB sich bei 
einfacher Verdiinnung mit dem doppelten Volumen Wasser nach kurzer 
Zeit ein dicker Niederschlag bildete. Auch diese Fallung, die fplso mit 
Aluminiumsulfat nichts zu tun hat, wurde durch Salicylat sehr stark, 
durch Benzoat fast gar nicht gehemmt. 

Fir das Vorhandensein eines Zusammenhangs zwischen Stabilitat 
und Senkungsgeschwindigkeit spricht ferner die folgende Erwagung: 
Wendet man die Matefy-Reaktion auf Oxalat-, Citrat- und Novirudin- 
plasma an, dann zeigen sich die beiden ersteren bedeutend stabiler 
als das Novirudinplasma; Oxalat und Citrat ttben also auch einen 
stabilisierenden EinfluB auf die EiweiBstoffe aus. Hiermit stimmt 
gut iiberein, daB die Senkungsgeschwindigkeit, im Novirudinplasma 
gemessen, bedeutend gréBer ist als die im Citrat- oder Oxalatplasma 
gemessene, ja sogar mehr als den doppelten Wert betragen kann. Deshalb 
messen die amerikanischen Forscher jetzt die Senkungsgesch windigkeit 
im Heparinblut, welches mit Hirudin- oder Novirudinblut ibereinstimmt. 

Es ist nicht zu erwarten, daB die Senkungsgeschwindigkeit, selbst 
wenn sie mit Hinsicht aut das Zellvolumen korrigiert wiirde, der Matefy- 
feaktion parallel geben wird. Denn mit der Matefy-Reaktion miBt 
man kaum einen Unterschied zwischen der Stabilitét von Novirudin- 
plasma und von Serum. Diese Reaktion macht also kaum einen Unter- 
schied zwischen Fibrinogen und Globulin, ein Unterschied, der bei 
der Senkungsgeschwindigkeit dagegen stark zum Ausdruck kommt. 


Es erhebt sich nun noch die Frage, ob im Plasma keine anderen 
Substanzen auBer Fibrinogen und Globulin vorhanden sind, bzw. ob 
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keine anderen physikalisch-chemischen Faktoren des Plasmas bekannut 
sind, welche die Agglutination der roten Blutkérperchen férdern kénnte: 

Von den physikalischen Faktoren ist besonders die Oberflachen 
spannung von Belang. Ein Zusammenhang zwischen der Oberflache: 
spannung des Plasmas und der Senkungsgeschwindigkeit hat sich jedoc! 
nicht gezeigt. Die Oberflachenspannungen verschiedener Plasme: 
weichen im allgemeinen wenig voneinander ab. Wohl andert sich di 
Oberflachenspannung, wenn Plasma z. B. 24 Stunden aufbewahrt wird 
In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, daB kurz nach de: 
Venenpunktion die Senkungsgeschwindigkeit fast quantitativ reprodu- 
zierbar ist, wenn die roten Blutkérperchen wieder aufgeschiittelt werden 
Bei Blut, das einige Zeit gestanden hat und dann wieder aufgewirbelt 
wird, ist die Senkungsgeschwindigkeit geringer. Bei den gewOhnlichen 
Messungen wird aber stets die Oberflachenspannung des Plasmas an 
der Luft gemessen. Die GréBe, worauf es jedoch ankommt, ist die 
Grenzflachenspannung in der Grenzschicht Plasma— rote Blutkérper- 
chen. Diese Grenzflichenspannung ist bis jetzt nicht experimentel! 
zu bestimmen. Bei sehr starker Cholesterinzunahme des Plasmas kann 
aber auf diese Weise die Senkungsgeschwindigkeit beeinfluBt werden 

Wenn wir bis jetzt immer von Agglutination gesprochen haben, so 
ist hiermit die sogenannte Geldrollbildung der Erythrocyten gemeint 
Es besteht daneben auch noch die Agglutination, wie sie bei der Lso- 
agglutination auftritt, und die, mikroskopisch betrachtet, ein ganz 
anderes Bild zeigt (rasche Verklumpung der Erythrocyten). Neulich 
ist nun bei einigen Krankheiten eine derartige Agglutination der Erythro- 
cyten auch in eigenem Plasma und Serum beschrieben [van der Hoeden 
und Verbeek (14)]. Diese Art Autoagglutination ist also von der Agglu- 
tination, wie sie bei der Senkung auftritt und welche besser Pseudo- 
agglutination genannt wird, zu unterscheiden. Diese Unterscheidung 
ist leicnt zu machen; auBer dem mikroskopischen Bilde, besteht der 
prinzipielle Unterschied, daB die echte Autoagglutination bei 30° C ganz 
aufgehoben wird, wahrend die Pseudoagglutination und damit die Sen- 
kung (auch im defibrinierten Biut) bei dieser Temperatur gerade gesteigert 
wird. Fir die echte Autoagglutination, wie sie von den genannten 
Autoren beschrieben ist, gelten also die fiir die Pseudoagglutination, 
d.h. fiir die Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten angegebenen 
Gesetze nicht. 

Zusammenfassung. 

Die Frage der Senkungsgeschwindigkeit wurde vom theoretischen 
Gesichtspunkt aus besprochen. 

Es wurde ausgefiihrt, daB vom kolloidchemischen Standpunkt 
nicht notwendigerweise ein direkter Zusammenhang zwischen de! 
elektrischen Ladung und der Senkungsgeschwindigkeit zu erwarten ist. 
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Die Bedeutung der Labilitét der PlasmaeiweiBkorper fiir die 
(Pseudo-) Agglutination, und damit fiir die Senkungsgeschwindigkeit, 
wurde hervorgehoben. Diese Labilitét ist keine direkte Funktion der 
elektrischen Ladung. Als wichtigster Faktor dafiir kommt die Fibri- 
nogen- und Globulinerhéhung in Betracht. 

Eine kleine Menge Natriumsalicylat, dem Blut in vitro zugefiigt, 
setzt die Senkungsgeschwindigkeit stark herab, wahrend Natrium- 
benzoat in dieser Hinsicht wirkungslos ist. Hierfir wurde eine Er- 
klarung gefunden in der Beobachtung, daB Natriumsalicylat einen 
stabilisierenden EinfluB auf die PlasmaeiweiBkérper ausiibt, welcher 
dem Natriumbenzoat fehlt. 

Unter Anwendung der Stokesschen Forme] werden die verschiedenen 
Faktoren, welche die Senkungsgeschwindigkeit beeinflussen kénnen, 
hesprochen. Die Bedeutung der Anadmie fiir die Senkungsgeschwindig- 
keit kann zweierlei Art sein, namlich: 

1. In animischem Blut ist die Viskositat geringer. 

2. Bei Animien mit einem Index viel gréBer oder kleiner als 1 
weicht gewohnlich das spezifische Gewicht der roten Blutkorperchen 
vom Normalwert ab. In diesen Fallen stimmt die beobachtete Senkungs- 
geschwindigkeit oft nicht ganz tiberein mit dem berechneten Wert 
Es wurde gezeigt, daB diese Unstimmigkeit von den Erythrocyten 
selbst verursacht wird. Bei den starken Anadimien gilt also folgende 

45 
Zellvolumen 
- 12 + (Glob. °/99 — 22). 2!/,|, wobei J der Hamoglobinindex der 


Formel: Senkungsgeschwindigkeit -J-| (Fibrin. °/o9—3,5) 


Erythrocyten vorstellt. 
Zum SchluB wurde auf die Unterscheidung zwischen echter und 
Pseudoagglutination hingewiesen 
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Refraktometrische Studien iiber das Serumeiweib. 


IX. Mitteilung: 
Serumultrafiltration unter Hochdruck', 
Von 


D. von Deseé und E. Lamoth. 


Aus dem physiologischen Institut der kgl. ung. tierarztlichen Hochschule 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 22. Februar 1932.) 


Es wurde bereits darauf hingewiesen, da eine ganz besondere 
Bedeutung dem Brechungsanteil der NichteiweiBstoffe bei der refrakto- 


metrischen Eiweibbestimmung zukommt. Die ZahlengréBe, die sich 
hierfiir rechnerisch ermitteln lie}, ist freilich nur ein Mittelwert. Daher 
kénnen geringe Abweichungen in den einzelnen Pferdeseren vorhanden 
sein. Die unmittelbare Bestimmung dieser Stoffe ware demzufolve 
von grobem Vorteil, es steht uns jedoch derzeit keine Methode zi 
Verfiigung, die zufriedenstellende Resultate ergeben wiirde. Das 
Robertsonsche Verfahren hat sich namlich als unzuverlassig (1) und die 
Trichloressigsdure (2) als y;nbrauchbar erwiesen. Will man aber gewisse 
Anhaltspunkte iber die Zusammensetzung dieses Brechungsanteiles 
gewinnen, dann kann hierzu nur das Ultrafiltrat des Serums heran- 
gezogen werden. Es gilt dabei natiirlich im vollen MaBe, was hieriibe: 
in einer vorangehenden Mitteilung gesagt wurde, daB namlich das 
Brechungsvermégen des Ultrafiltrats nur einem, und zwar dem gr6Beren 
Anteil der NichteiweiBstoffe entspricht. Dies ist allerdings derjenige 
Anteil, der in molekular-disperser Verteilung im Serum vorhanden wai 
Vergleicht man jedoch diesen Brechungsanteil mit demjenigen, cet 
fiir die gesamte Menge der Nichteiweibstoffe rechnerisch zu 0,00209 
ermittelt worden ist (3), dann gewinnt man gewisse Vorstellungen iibe1 
das Brechungsvermégen der kolloidalen Nichteiweibbestandteile. 


? Ausgefiihrt mit den Mitteln der Széchenyi-Gesellschaft zur Férderung 
der Naturwissenschaften. 
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Das Abpressen der Serumfliissigkeit erfolgte im Hochdruckultra- 
jilirierapparat unter N,-Uberdruck. Diese handliche Einrichtung wurde 
von der Vereinigung Géttinger Werke bezogen und eignet sich vorziiglich 
fir Untersuchungen dieser Art. Der Uberdruck kann bis zu 120 Atm. 
yesteigert und das Serum durch das Riihrwerk in standiger Bewegung 
gehalten werden. Die eiweiBdichten Ultrafeinfilter nach von Zsigmondy 
sind sehr widerstandsfahig und kénnen zum Filtrieren auch wiederholt 
verwendet werden. Das gewonnene Filtrat, das auf EiweiBfreiheit gepriift 
wurde, wurde in drei Teilen aufgefangen, deren Brechungsindex sowohl 
getrennt wie auch vereinigt bestimmt wurde. Es wurden in den ersten zwei 
Versuchen je 30 und in den folgenden je 20 cem verschiedener Pferdeseren 
ultratfiltriert. Das Serumeiwei®8 bildete meistens am Ende der Versuche 
eine lehmartige Masse, die der Filteroberfliche fest anhaftete, wie dies 
beim Zerlegen des Apparats zu beobachten war. Das Ultrafiltrat wurde in 
graduierten Réhrchen aufgefangen und aus dessen Menge der Filtrations- 
grad berechnet, wodurch die prozentuale Menge der abfiltrierten Fliissigkeit 
bezeichnet werden soll. Diese Zahlengr6Ben und die ermittelten Brechungs- 
anteile wurden in Tabelle I angefiihrt. Es geht daraus soviel hervor, daB 
der Brechungsanteil der einzelnen Ultrafiltratanteile keine konstante 
Zahlengr6Be ergibt, dieser nimmt wiahrend des Filtrierens zu und wird 
in der zuletzt gewonnenen Fliissigkeit am héchsten gefunden. 


Tabelle 1. 





Serum Brechungsanteil 0,00... in den Filtratanteilen Filtrations- 
Nr. te ue ee = grad 
1 2 3 vereinigt %p 
I 148 148 158 154 43 
I] 123 135 146 135 56 
Il 162 177 254 174 55 
IV 135 135 204 148 70 


Diese Ergebnisse sind deshalb sehr auffallend, weil sie den An- 
orderungen keineswegs entsprechen, die <Augsberger (4) hinsichtlich 
der Ultrafiltration gestellt hat. Dieser Autor schreibt namlich in seiner 
sehr wertvollen Arbeit unter anderem, dah ,,die Entstehung ‘eines 
Ultrafiltrats von konstanter Zusammensetzung grundlegend fur die 
praktische Brauchbarkeit wie auch fiir die Theorie der Ultrafiltration 
zu quantitativen Zwecken ist’. Dieser Satz ist ohne Zweifel von 
héchster Bedeutung fiir die Ultrafiltration, wird jedoch — gemaB den 
obigen Versuchsresultaten — auch bei der Hochdruckultrafiltration 
nicht erfiillt. 


Es entsteht nun die Frage, welcher der Filtratteile derjenige ist, 
der den Brechungsanteil, der im Serum auf die ultrafiltrierbaren Nicht - 
eiweiBstofte entfallt, richtig widerspiegelt. Es ist namlich zu_ be- 
denken, daB der niedrige Brechungswert, der sich in den ersten Teilen 
des Filtrats ergeben hat, infolge einer Membranadsorption entstehen 
konnte. In diesem Falle wiirden die letzten Teile des Filtrats die 
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richtigen Brechungsverhaltnisse wiedergeben. Andererseits kénit; 
jedoch dagegen eingewendet werden, da mdglicherweise das Ver. 
dunsten des Serumwassers diese héheren Zahlenweite verursacht hat, 
da die Temperatur im Apparat wahrend des standigen Riihrens merklic |i 
zunimmt und hierdurch die Sattigung ces tberstehenden Gases mit 
Wasserdampf erhéht wird und ferner Gasverluste, die sich in maBiger 
Abnahme des Uberdrucks wahrend des Filtrierens auBern und wn- 
vermeidlich sind, mit hierzu beitragen kénnen. 

Es wurde im vorliegenden Falle der Membranfehler auf die Weis: 
herabgesetzt, daB die Filterscheiben vcr dem Gebrauch in 0,85° Viger 
NaCl-Lésung ausgewaschen und vor dem Einsetzen in den Apparat 
oberflichlich getrocknet wurden. Das Filtrieren einer Ringerschen 
Lésung mit einem NaCl-Gehalt von 0,7°,, wurde nachher unternommen 
wozu 100 cem der Lésung in den Apparat eingegcssen wurden. Das 
Abfiltrieren nahm 34 Minuten, somit eine nur kurze Zeit in Anspruch 
Das Filtrat wurde in 8 Teilen aufgefangen und diese mit dem Refrakto- 
meter getrennt untersucht. Die Brechungsanteile, die sowohl in de1 
urspriinglichen Lésung wie auch in den Ultrafiltraten ermittelt worden 
sind, lieben tiberhaupt keine Unterschiede erkennen, die den Ablesungs 
fehler iiberschritten hatten und demgemaB zwischen 0,00129 und 
0.00131 schwankten. Hieraus kann geschlossen werden, daB einerscit 
der Membranfehler auf diese Weise zumindest den anorganischen 
Stoffen gegeniiber vollkommen eliminiert wurde und andererseits die 
Membran fiir die gelésten Stoffe auch unter einem Uberdruck von 
115 kg/qem durchlassig war. Es kénnen naimlich sonst heim raschen 
Ultrafiltrieren sogar Spuren der Elektrolyte zuriickgehalten werden (5). 

Um iiber den Einflu®B der zweiten Fehlerméglichkeit Klarheit zu 
schaffen, wurde schon in diesen Versuchen die verwendete Serum- 
menge veraindert, da der vermutliche Wasserverlust um so gr6éfe1 
sein muh, je langer das Serum im Apparat verweilt. Die Versuche, in 
denen 30 und 20 cem verwendet wurden, lassen diesbeziiglich keine 
Unterschiede erkennen, da sich zeigte, daB die Erhéhung des Brechungs- 
anteiles im letzten Filtratteil von der eingefiillten Serummenge und 
vom Filtrationsgrad unabhangig ist. Dies geht besonders deutlich aus 
den Zahlenwerten hervor, die nach Vermischen der einzelnen Teile 
im gesamten Filtrat ermittelt wurden. Immerhin lieBe sich hiergegen 
einwenden, da®B die Unterschiede in der abfiltrierten Serummenge 21 
gering sind, um durch die gewonnenen Zahlenwerte die Einwirkung 
des Wasserverdunstens sicher ausschlieBen zu kénnen. Es wurden 
demgemaB im folgenden Versuch 200 ccm des Serums Nr. V in den 
Hochdruckapparat eingefiillt und die Zeit, die zur Gewinnung de! 
einzelnen Filtratteile nétig war, aufgezeichnet. Tabelle II veran- 
schaulicht die diesbeziiglichen Versuchsergebnisse. 
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konnte Tabelle Il. 
§ Ver- Brechungs- Spez. Gewichts- | 
i. Itratanteil “ane 4 Poe : anteil im wenanamanain | Filtrationsgrad 
eS mit O00... 0.00. | 0 
A Biger 1 31/5 111 43 14 
2 To 111 45 26 
id sun- 3 115/, 113 45 40 
4 16}/, i 138 ay) 58.5 
Weis 
© iger Es geht aus den Angaben der Tabelle IT hervor, dab die Filtration 
16'), Stunden in Anspruch genommen hat. Der Apparat ist waihrend dieser 
— Zeit merklich warmer geworden und auch N,-Gas muBte nachgefiillt werden. 
‘schen Der Brechungsanteil ist im letzten Filtratteil trotzdem nicht héher gestiegen 
nmen als in den vorangehenden Versuchen, obgleich der F iltrationsgrad dieselbe 
Das Hohe erreicht hat. Es 1aBt sich somit hieraus schlieBen, daB diese Er- 
leis scheinung nicht aut Versuchsfehlern, sondern auf Vorgingen im Serum 
selbst beruht. Die Erklarung ist darin zu suchen, daB®B, sobald das Serum- 
rakto- eiweiB infolge des Abpressens der Fliissigkeit ausfallt, dies einen Teil 
n det des Lésungsmittels festhalt und demzufolge die Konzentration der Nicht- 
orden eiweiBstoffe erhéht wird. 
ungs- Dies ist somit eine Erscheinung, die auch beim <Ausfallen von 
und SerumeiweiB durch (NH,),.S8O,-Losung eintritt. Im_ vorliggenden 
erseit Falle miiBte dies jedoch nicht notwendigerweise die einzige 'Ursache 
schen der Zunahme im Brechungsindex sein, denn es ist von vornherein 
s die nicht auszuschlieBen, daB diese Zunahme zum Teil dadurch bedingt 
von wird, daB sich die Zusammensetzung der abgepreBten Flissigkeit 
schen verandert. Die Zahlenwerte, die fiir das spezifische Gewicht der einzelnen 
n (5). Filtratanteile bei 17,5°C ermittelt worden sind, beweisen zwar, dal 
it zu hierbei tatsachlich eine Eindickung der abgepreBten Serumflissigkeit 
rum- stattgefunden hat, schlieBen jedoch die oben erwaihnte Méglichkeit nicht 
roBer aus. Um hieriiber Klarheit zu gewinnen, wurde die Menge der Trocken- 
le, in substanz und nachher der Asche in den ersten und letzten Filtrat- 
keine anteilen bestimmt und auf je 100 ccm der Filtrate bezogen. Es wurde 
ngs- gefunden im 
und 
1 aus Filtrat I Filtrat 1V 
Teile an Trockensubstanz ing... 0,62 0,78 
regen pS ae 0,53 0.68 
e Zu 
Line Setzt man nun die Zahlenwerte, die fiir den Trockensubstanzgehalt 
widen erhalten worden sind, mit den entsprechenden Brechungswerten in 
ees Beziehung, dann ergibt sich der Brechungszuwachs fiir die Einheit 
ee der Trockensubstanz im Filtrat I zu 0,00179 und im Filtrat II zu 
Tran- 0.00177. Beide Zahlenwerte stimmen somit innerhalb der Fehler- 


grenzen der Methode iiberein. 
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Dieselben Berechnungen wurden in beiden Fallen sowohl fiir die ; 
organischen wie auch fiir die organischen NichteiweiBstoffe ausgefiihrt, 
Es wurde dabei die Asche in einer sehr verdiinnten HNO,-Lésung a 
gelést, die in halber Menge des urspriinglichen Filtrats zugesetzt wurd: 
Die erhaltenen Brechungswerte wurden um denjenigen Anteil vermind 
der auf die HNO,-Lésung entfiel, und ergaben durch 2 dividiert d; 
Brechungsvermégen der Aschensubstanzen, woraus wieder die spezifisch« 
Brechungsanteile berechnet werden konnten. Es ist dann auch die Méglic} 
keit vorhanden, dieselben Berechnungen auch fiir die organischen Sto! 
auszufiihren. 





Anorganische Stoffe Organische Stoffe 


Aschelisung I Filtrat I I\ 


Brechungsindex der Brechungsanteil. .  0,00111 0,0013s 
Aschelisung . . . | 1,83616 1,33669 
Brechungsindex der Brechungsanteil der 
HNOs-Losung . .  1,88433 1,33433 Asche . . . . .  0,00092 0,001158 
0,00183 0.00236 0.00019 0.00020 
Spezifischer Spezifischer 
Brechungszuwachs  0,00173 0.00173 Brechungszuwachs 0,00211 0,0020( 


Wenn diese Zahlenwerte auch nicht ganz einwandfrei sind, da 
gewisse chemische Prozesse beim Auflésen der Asche stattfinden, s 


beweisen sie auf Grund der Ubereinstimmung dennoch so viel, daB die 
Konzentration der abfiltrierten Fliissigkeit ohne Veranderung de 
Zusammensetzung zunimmt. Dem widersprechen die Unterschiede, 
die sich im spezifischen Brechnungszuwachs der organischen Bestand- 
teile ergeben haben, durchaus nicht, da doch die Menge dieser Stoffe 
viel zu gering war. Diese haben namlich 0,09 g im Filtrat | und 0,1 gim 
Filtrat II betragen. DaB dies die Ursache jener verschiedenen Zahlen- 
werte ist, geht auch aus dem Verhaltnis hervor, das einerseits zwisclien 
der Trockensubstanzmenge und andererseits zwischen dem Aschen- 
gehalt der beiden untersuchten Filtrate besteht. Die Verhaltniszahlen 
0,78 


der Trockensubstanzmengen , = 126 und diejenige der Aschen- 
0,62 


. 


0,68 : : — 
substanzen = 1,28 liegen ebenfalls innerhalb der médglichen 
0,53 


Fehlergrenzen. 


Die Konzentrationsinderung in der abgepreBten Serumfliissigkeit 
muB demnach auf das Ausfallen des Eiweibes zuriickgefiihrt werden 
wobei ein Teil des Wassers festgehalten wird. Da die Anforderungen 
die Augsberger hinsichtlich der Ultrafiltration gestellt hat, vollends 
zu Recht bestehen, wird man denjenigen Brechungswert fiir die Nicht 
eiweiBstoffe des Serums als richtig annehmen miissen, der sich bei 
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entsprechender Ausschaltung des Membranfehlers vor dem Beginn 
des EiweiBausfallens im Filtrat ermitteln |abt. 

Man merkt beim Uberpriifen der Brechungswerte, daB diese sich 
sehr verschieden gestalten. Die Grenzwerte ergeben sich namlich zu 
v,001L11 und 0,00162. Es wurden noch weitere Ultrafiltrationen aus- 
gefihrt, die gefundenen ZahlengréBen lassen jedoch  dieselbe 
Schwankungsbreite erkennen, und es wurde deshalb ihre Anfiihrung 
unterlassen. Die Unterschiede, die zwischen diesen ZahlengroOben 
vorhanden sind, kénnen einerseits auf die verschieden groBbe Durch- 
lassigkeit der verwendeten Ultrafeinfilter zuruckgefiihrt werden. 
Es haben namlich Michaelis und Hayashi (6) darauf hingewiesen, dab 
dichte Membranen sogar einige Ionen zuriickhalten kénnen. Anderer- 
seits kénnen jedoch auch individuelle Unterschiede in der Verteilung 
der NichteiweiBstoffe vorhanden sein, die die Zusammensetzung des 
Ultrafiltrats bestimmen. Dies geht deutlich aus den folgenden Ver- 
suchen hervor, in denen zwei Pferdeseren durch dieselben Ultrafein- 
filter unter konstantem Uberdruck von 110 kg qem filtriert wurden. 
Es wurden jeweils 20 ccm der Seren in den Apparat eingegossen und 
die abgepreBten ersten 2ccm des Ultrafiltrats unberiicksichtigt ge- 
lassen. Die Bestimmung des Brechungsvermégens erfolgte in den 
nichsterhaltenen 2cem. Die gewonnenen Zahlenwerte beweisen ohne 
weiteres, daB die Verteilung der NichteiweiBstoffe in den einzelnen 
Seren individuell verschieden ist, was mit den Erfahrungen, dié in der 
Literatur diesbeziiglich veréffentlicht wurden, durchaus iibereinstimmt. 


Tabelle II]. 





Brechungsanteil 0,00... im Ultrafiltrat des 
Filter-Nr. eis . a 
Serums VI Segums VII 
1 155 149 
2 154 147 
3 154 148 


Zusammenfassung. 

Es hat sich beim Ultrafiltrieren von Pferdeseren unter Hochdruck 
ergeben, daB der Brechungsindex der einzelnen Filtratanteile allmahlich 
zunimmt und demgemaB in den zuletzt gewonnenen Filtraten erhdht 
gefunden wurde. Das Brechungsvermégen der organischen und an- 
organischen Bestandteile erfihrt hierbei keine Veranderung, woraus 
geschlossen werden konnte, daB deren Menge gleichmabig zugenommen 
hat. Da der Membranfehler und die Eindickung der Seren bei den 
Versuchen vermieden wurden, konnte die beobachtete Zunahme nur 


auf die Vorgainge in den Seren selbst zuriickgefiihrt werden und wurde 
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. 


als Folge davon angesehen, daB das ausgefallene EiweiB Wasser fe.) 
halt, indem sogenanntes EiweiBhydrat entsteht. Es diirfen daher 
die ersten Ultrafiltratanteile zur Bestimmung der Brechungsverhalt nis. 


verwendet werden, wobei bei Verwendung derselben Filterschei}e, 
individuelle Unterschiede in den einzelnen Seren nachweisbar sind. 


Der spezifische Brechungszuwachs diirfte im: Ultrafiltrat fiir die organ 
schen Stoffe etwa 0,00205, derjenige fiir die anorganischen Stoff 
etwa 0,00173 und insgesamt etwa 0,00178 betragen. 


Literatur. 
1) D. v. Desed, diese Zeitschr. 217, 197, 1930. — 2) Derselbe, eben 
daselbst 238, 104, 1931. 3) Derselbe, ebendaselbst 230, 373, 1931 
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Die Thermodynamik der Wirmeumwandlung des Kollagens. 
Kollagen und Gelatine'. 


Von 
Edgar Wohlisch. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1932.) 


Kinleitung. 
Nach der herrschenden Lehre ist zur Umwandlung des Kollagens 
in Gelatine eine langere Behandlung des Ausgangsmaterials mit siedendem 
Wasser erforderlich 2. 


Nach Ho/meisters (1) Auffassung (1878), die heute noch als maBgeblich 
zitiert wird, nimmt das Kollagen bei seinem Ubergang in Gelatine wahr- 
scheinlich 1 Mol Wasser auf. Eine Entfernung dieses Hydratwassers durch 
trockenes Erhitzen der Gelatine auf 130° soll diese in Kollagen zuriick- 
verwandeln. Auch Manning und Schryver (2) vertreten in einer neueren 
Arbeit (1921) eine ahnliche Auffassung wie Hofmeister, da die Extraktion 
der Gelatine aus Knochen durch die ,,Hydrolyse eines Anhydrids** und 
anschlieBende Lésung der Gelatine zustande kommen soll. 

Zu einer anderen Vorstellung von den Beziehungen des Kollagens 
zur Gelatine kamen Gerngross, Herrmann und Abitz (3) auf Grund réntgen- 
spektrographischer Studien. Sie betrachten die beiden Korper als chemisch 
identisch und halten es fiir wahrscheinlich, ,,daB Gelatine und Kollagen aus 
denselben, und zwar langgestreckten .Kristalliten’ bestiinden, die in der 
ungedehnten Gelatine regellos, in gedehnter Gelatine und im Faserkollagen 
mit der Langsachse parallel der Dehnungs- bzw. der bevorzugten Wachs- 
tumsrichtung lagen‘*. Die Autoren entwerfen ein sehr anschauliches Modell 
des Aufbaues der Kollagenfaser und der Gelatine, in dem die gegenseitige 
Verkniipfung der einzelnen Micelle (Kristallite) durch die Nebenvalenzen 
der fransenartig aufgesplitterten Enden der Micelle erfolgt. Die thermische 
Umwandlung des Kollagens in die Gelatine wird folgendermaBen gedeutet : 
..Durch Temperaturerhéhung, durch die Warmebewegung des Wassers 
und der gelockerten Molekiilketten werden alsdann diese’ Fransen- 


! Diese Arbeit bildet die XI. Mitteilung meiner im iibrigen in der 
Zeitschr. f. Biol. erschienenen Untersuchungen iiber tierische Gewebe mit 
Faserstruktur. 

2 Vgl. z. B. Oppenheimers Handb. d. Biochem. Il. Aufl., 1, 674, 1924. 


Biochemische Zeitschrift Band 247. 99 





330 E. Wohlisch: 


verbindungen zwischen den einzelnen Micellen getrennt. so daB die Mic: 
in wasseriger Dispersion auseinander schwimmen. Beim Abkiihlen des § 
lagern sie sich vermége der Fransenverbindungen wieder aneinande: 

Wie nun schon seit langem bekannt ist, verlauft der ProzeB der Bildune 
von Gelatine aus Kollagen anscheinend in zwei Stufen: das genuine Kollag: 
ein wasserunléslicher Korper von fibrillarem Bau. erfahrt zunachst « 
bei Temperaturen zwischen etwa 59 und 65° beginnende Umwandlung 
ein eigentiimlich glasiges, kautschukartiges Material, das keine Fibril]«-; 
mehr erkennen 1aBt [ Rollett (4)|.. Bei der Sehne, deren organische Substa: 
zum weitaus gr6Bten Teil aus kollagenen Fasern besteht. geht diese erst, 
thermische Umwandlung mit einer sehr starken Verkiirzung des Materia|s 
in der Faserrichtung unter Umstaénden um 75", der Ausgangslange 
und gleichzeitiger erheblicher Dickenzunahme einher, ein Vorgang. de: 
als das ,,Schnurren** der Sehne bezeichnet wird. Die Sehne verliert dabei 
nahezu vollstandig ihre normale starke Anisotropie. Erst durch langeres 
Kochen soll dann diese isotrope Modifikation des Kollagens in die lésliche 
Gelatine tibergehen. 

Wahrend eine thermodynamische Aufklérung der eigentlichen Gelatin« 
bildung iiberhaupt noch niemals versucht worden ist, habe ich (5) der ersten 
Umwandlungsphase des Kollagens d.h. dem Schnurren der Sehne 
eine gemeinsam mit R. du Mesnil de Rochemont ausgefiihrte Untersuchung 
(1926/27) gewidmet, in der das genuine Kollagen als Kollagen I, das bei 
59 bis 65°C aus diesem entstehende isotrope Material als Kollagen IT be- 
zeichnet wurde. Auch in dieser Arbeit wurde die allgemein angenommene 
Auffassung vertreten, daB Kollagen Il und Gelatine zwei verschiedene 
K6rper vorstellen. Lediglich Mc. Cartney (6) (1914) und etwas spiiter 
Bernstein (7) (1915) hatten sich vermutungsweise fiir eine Identitat des 
Kollagens II mit der Gelatine ausgesprochen. Indes schien diese H ypothese 
durch die neueren Untersuchungen von Quagliariello (8) (1923) vdllig 
widerlegt, da dieser Autor ausdriicklich angibt, dap bei langdauerndem Er- 
wairmen einer Sehne auf 65° C keinerlei Spuren von Gelatine in Lésung gehen. 
Wie alle friiheren Untersucher faBt auch Quagliariello die Umwandlung des 
Kollagens I in das Kollagen IT als einen irreversiblen ProzeB unbekanntet 
Natur auf. 

Gerngross, Herrmann und Abitz (3) suchen auch die Hitzekontraktion 
der Sehne durch einen Zusammenbruch der Faserstruktur infolge der 
Warmebewegung der lockeren Kette zu erklairen, wobei die Kristallite 
(Micelle) Neigungen nach allen Richtungen erhalten sollen. Sie verhehlen 
sich aber nicht, ,,daB dieses Bild nicht restlos befriedigend alle Erscheinungen 
beim ,Schnurren* kollagener Fasern erklart‘‘, waihrend der von Gerngross 
und Katz (9) erhobene Befund, da8 beim Schnurren der Sehne ihr Faser 
diagramm verschwinde und dem ungedehnter Gelatine Platz mache, durch 
diese Auffassung gut erklirt werde. 


In unserer thermodynamischen Studie (5) iiber die erste Stufe 
der Kollagenumwandlung kamen wir nun in Ubereinstimmung mit 
der uns damals noch unbekannten, kurz zuvor erschienenen Arbeit 
von Gerngross und Katz (9) und im Gegensatz zur Meinung der weite: 
oben erwahnten Autoren zu dem Ergebnis, daB die Umwandlung des 
Kollagens I in das Kollagen II als ein grundsatzlich reversibler Prozet 
aufgefaBt werden miisse. Es wurde dabei an Vorgange nach Art der 
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schmelzung oder der gegenseitigen Umwandlung allotroper Modifika- 
tionen gedacht. 

Fir unsere Auffassung sprachen die folgenden Feststellungen: 

1. Die Lage der Umwandlungstemperatur des Sehnenmaterials 
erwies sich als eine Funktion eines senkrecht zur Faserrichtung auf die 
Sehne ausgetbten Druckes bzw. einer in der Langsrichtung wirkenden 
Zugspannung, derart, daB die Steigerung des Druckes oder des Zuges 
eine Verlagerung des Umwandlungspunktes zu héheren Temperaturen 
bewirkt. Durch einen Zug von 10 kg/qem konnte beispielsweise der 
Umwandlungspunkt um 20°C erhéht werden. Dieser EinfluB der 
Spannung auf die Umwandlungstemperatur bildet eine vollstandige 
Analogie zu der bekannten, in der Gleichung von Clausius und Clapeyron 
formulierten Tatsache, daB bei reversiblen Reaktionen, die mit Volumen- 
inderung des Systems verlaufen, der allgemeine Druck von EinfluB auf 
die Lage der Umwandlungstemperatur sein muB. 

2. Thermoelektrische Messungen ergaben, dai der ProzeB der 
Umwandlung des Kollagens I in das Kollagen II stark endotherm 
verlauft. Bei médglichst adiabatisch geleitetem Verlauf der Reaktion treten 
in der Sehne Abkiihlungen um mehrere Celsiusgrade auf. Bei diesen 
Messungen wurde von der unter 1. erwahnten Tatsache Gebrauch 
gemacht, daB man durch Anlegen einer starken Spannung die Reaktion 
auch bei Temperaturen, die weit oberhalb der ohne Spannung ge- 
messenen Umwandlungstemperatur liegen, verhindern kann. Bei 
plétzlicher Entfernung der Spannung lauft die Reaktion in dem auf 
75 bis 90°C erwarmten Material dann mit groBer Geschwindigkeit 
ab, was natiirlich der Genauigkeit der thermoelektrischen Messung 
zugute kommt. 

3. Wir konnten erstmalig den Nachweis erbringen, daB die Um- 
wandlung des Kollagen I in das Kollagen IL sich nicht, wie man dies 
friher stets angenommen hatte, iiber ein gréBeres Temperaturintervall, 
das von etwa 60 bis 75°C reicht, erstrecken muB, sondern an lockerem 
kollagenen Gewebe tatsachlich oberhalb eines scharf definierten Tem- 
peraturpunktes vollstandig ablauft. 

Gegen die Identitat des Kollagens I] mit der Gelatine schien uns 
folgender Befund zu sprechen: Versuche, in denen die isometrische 
Spannung der thermisch umgewandelten Sehne als Funktion der 
Temperatur aufgenommen wurde, ergaben einen linearen Anstieg der 
Spannung von etwa 60° C bis herauf zu etwa 95°C. Da ein Spannungs- 
riickgang erst oberhalb von 95° C bzw. bei langerem Kochen des Materials 
nachweisbar war, lehnten wir mit Quagliaricllo die Hypothese der 
Identitat von Kollagen II und Gelatine ab und auBerten die Vermutung, 
daB man bei etwa 95°C mdglicherweise einen zweiten Umwandlungs- 
punkt zu suchen habe, bei dem das Kollagen I] in Gelatine tibergeht. 


99 * 
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Zweifel an der Richtigkeit dieser Auffassung, die sich mit 
herrschenden Meinung, daB die Gelatine erst beim Kochen entste} 
ungefahr deckt, kamen mir erstmalig gelegentlich einer Demonstrat 
der thermischen Sehnenverkiirzung, bei der als Versuchsmaterial! ; 
langen feinen Sehnen des Rattenschwanzes dienten. Es fiel mir ay 
dab beim leichten Verreiben des bei 62°C erhaltenen Kollagens || 
zwischen den Fingern dieses Material in eine klebrige, leimartige uw: 
anscheinend vo6llig lésliche Masse tiberging, ein Befund, der in offe: 
barem Widerspruch zu den Angaben Quagliariellos steht, daB bein 
Erwarmen der Sebne auf 65°C keine Gelatine in Lésung gehen so}! 

Der Nachweis einer tatsaichlichen Identitat von Kollagen I und 
Gelatine wiirde nun zunichst bedeuten, daB der Ubergang des genuine) 
Kollagens in Gelatine nicht zweistufig, sondern einstufig verlauft 
Er wiirde auf Grund unserer friiheren Feststellungen iiber die Reaktio: 
Kollagen | ~ Kollagen II die Folgerung nach sich ziehen, dab dic 
Gelatine durch einen thermodynamisch definierten, endotherme) 
Vorgang oberhalb eines scharfen Umwandlungspunktes aus dem 
Kollagen entsteht, wahrend gegenwartig iiber die Thermodynamik 
der eigentlichen Gelatineentstehung tiberhaupt nichts bekannt ist 
Damit wiirde die oben erwaihnte Hofmeistersche Hypothese, nach der 
die Gelatinebildung einen Hydratationsvorgang vorstellt, sehr un- 
wahrscheinlich, da die Anlagerung von Hydratwasser woh] ausnahmslos 
exotherm verliuft. Es leuchtet somit ein, daB wir es hier mit einer fiu 
die Physikochemie der Gelatine grundsatzlich sehr wichtigen Frage 
zu tun haben, die einer erneuten Bearbeitung bedarf. 














Experimenteller Teil. 

Zum Nachweis der Tatsache, daB die Gelatine und der friiher als 
Kollagen Il bezeichnete Korper identisch sind, eignet sich besonder= 
gut das Kollagen der langen Sehnen des Schwanzes von Mausen ode: 
Ratten, ein Material, dessen sich auch A. Ewald (10) bei seinen Ve 
suchen iiber die thermische Verkiirzung der Sehnen bediente. Wi 
haben es hier offenbar mit einem relativ einheitlichen Material mit 
weitgehender Konstanz der Eigenschaften zu tun, wahrend z. B. das 
Kollagen der Rindersehyen je nach Art der Sehne, Alter des Tieres usw 
recht variabel ist, worauf ich bereits in meiner friiheren Untersuchung 
iiber diesen Gegenstand hinwies (5). 

Ich gebe im folgenden je einen der verschiedenen mit jeder der 
beiden Kollagenarten angestellten Versuche ausfiihrlich wieder. 


Versuch 1. ( 


15. Februar 1932. Die frischen Sehnen aus den Schwanzen von zeli! 
weiBen Ratten werden in 0,9°,ig. Kochsalzlésung mit der Schere ze! 
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inert, so daB nach leichtem Abpressen der Fliissigkeit ein dicker Brei 

steht, der in zwei annaihernd gleiche Portionen geteilt wird. Diese 

rden gewogen, sodann wird die eine, Portion I, durch langeres Kochen 

iiblicher Weise in Gelatine verwandelt, wihrend die zweite Portion zur 
Gelatinegewinnung bei 60°C dient. Diese Temperatur liegt nach meinen 
itersuchungen nur 2 bis 3° oberhalb der Temperatur, bei welcher die 
(ymwandlung des Kollagens I in das Kollagen II einsetzt. 


Der Sehnenbrei der Portion I wog 1,956 g. Er wurde in physiologischer 
Kochsalzlésung insgesamt 2 Stunden gekocht. Um den LésungsprozeB 
na beférdern, wird das Material mittels eines an der Spitze mit Kautschuk 
armierten Glasstabes mehrmals intensiv zerrieben. Es verbleibt schlieBlich 
ein geringer unl6éslicher Riickstand, der abfiltriert wird. 


Menge des Filtrats | . . <2 « « « 43cm 
Stickstoffbestimmung (Kjeldahl) i im 'Filtrat r . . 0,0686% 


Da Gelatine einen Stickstoffgehalt von 17,9°,, aufweist, betragt also die 


Gelatinekonzentration im Filtrat] . 2... . . . O0,384°) 
Gesamtmenge der gebildeten Gelatine . . . . . 0,514¢ 


Hieraus berechnet sich die aus 1.0 g¢ Sehnenbrei bei 100°C gebildete 
Gelatinemenge zu 
0,514 


0.262 ¢ 
1,96 


Der Sehnenbrei der Portion IT wog 1,684 g. Er wurde in physiologischer 
Kochsalzlésung ebenso lange wie Portion I, jedoch nur auf maximal 60° C 
erwarmt. Bald nachdem das Sehnenmaterial unter der Einwirkung der 
Warme zusammengeschnurrt ist, seinen charakteristischen weiBen Glanz 
verloren hat und glasig durchscheinend geworden ist, wird die Lésung 
zunehmend stirker opaleszent. Ebenso wie bei Portion I wird auch hier 
das Material wahrend der Erwaérmung zerquetsc nt und zerrieben. Das 
Ungeléste wird schlieBlich abfiltriert. 

Das Filtrat wird wunachst bei Zimmertemperatur sich selbst tiber- 
lassen. Es ist am nachsten Morgen zu einer typischen Gelatinegallerte 
erstarrt. 


Menge des FiltratsII. ... . « « «3 Se 
Stickstoffbestimmung im Filtrat i. co 2 a, i RR ee 
Gelatinekonzentration im Filtrat I]... . . . 0.376°, 

Gesamtmenge der bei 60° gebildeten Gelatine . . 0,424 ¢ 


Hieraus berechnet sich die aus 1,0 g Sehnenbrei bei 60°C gebildete 
(relatinemenge zu 


0,424 
. 0,252 g. 
1,654 
Die bei 60° erhaltene Ausheute an Gelatine betrdgt also nicht weniger als 
0,252 
ane « Se 96.25 Proz. 
0.262 ; “ 


der beim Kochen aus der gleichen Menge des Ausgangsmaterials erhdltlichen 
Celatinemenge ! 


Mehrere andere, jedoch nicht vollstandig quantitativ durchgefiihrte 
Versuche hatten grundsatzlich das gleiche Ergebnis. 





ki. Wohlisch: 
Versuch 2. 

26. Januar 1932. Eine frische. runde Rindersehne von 15 em Lan; 
und 5mm Durchmesser wird mit der Schere méglichst weitgehend z 
kleinert und sodann in Wasser von 64°C langere Zeit erwarmt. Di 
Temperatur liegt nach meinen friiheren Untersuchungen etwa 5° oberha 
des Umwandlungspunktes des genuinen Kollagens in Kollagen IT. Nachde: 
das Material gréBtenteils den glasigen Charakter des Kollagens II a: 
genommen hat, wird es weiter mit der Schere zerkleinert und sodann 
Porzellanmérser unter Zusatz von Quarzsand intensiv zerrieben, um dic 
nichtkollagenen Strukturen, welche die Lésung behindern, zu zerstére: 
Die MaBnahmen der Zerkleinerung und der Wiedererwirmung werder 
mehrmals wiederholt. Es entsteht so eine tritbe Lésung, die deutlicher 
Leimgeruch aufweist. Nach etwa 2 Stunden wird vom Ungelésten al) 
filtriert. Das Filtrat ist stark opaleszierend. Gesamtmenge des F iltrats 
750 ccm. 

Das sich selbst iiberlassene Filtrat ist nach einigen Stunden zu eine: 
tvpischen Gelatinegallerte erstarrt. 


Stickstoffbestimmung im Filtrat. . . . . . . . 0,0644°) 
Gelatinekonzentration im Filtrat. . . . + « 828%, 


Gesamtmenge der bei 64° gebildeten Gelatine. . 2,72 


Aus den Dimensionen des verwendeten Sehnenstiickes laBt sich die 
aus diesem maximal gewinnbare Gelatinemenge zu etwa 3,0 bis 3.5¢ 
schatzen [vgl. die Angaben von Buerger und Gies (11)}. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Wie die Versuche zeigen, kann das Kollagen der Sehne bereits bei 
Temperaturen in Gelatine verwandelt werden, die dicht oberhalb der 
Temperatur der thermischen Verkiirzung der Sehne gelegen sind 
Dies Ergebnis steht in striktem Gegensatz zu den Angaben von 
Quagliariello (8). Es kanu somit nicht mehr zweifelhaft sein, dap div 
friiher von uns als Kollagen I] bezeichnete isotrope, glasige Kollagen- 
modifikation nichts anderes ist als Gelatine. Die Versuche liefern also 
erstmalig den Beweis, daB die thermische Umwandlung des Faser- 
kollagens in Gelatine nicht in zwei aufeinanderfolgenden Stufen ablauft 
sondern in einer einzigen, stark endothermen, oberhalb eines scharf defi- 
nierten Umwandlungspunktes sich abspielenden Reaktion besteht. Die 
anscheinend so komplizierten Beziehungen des Kollagens zur Gelatine 
erfahren durch diesen Befund eine wesentliche Vereinfachung. 

Die Auflésung der aus dem genuinen Kollagen gebildeten Gelatine 
wird offenbar durch die Anwesenheit von zelligen Elementen und 
elastischen Fasern in der Sehne — besonders in der Rindersehne 
sehr erschwert. Méglichst weitgehende ZerstGérung dieser Strukturen 
wie ich sie in allen Versuchen anstrebte, begiinstigt die Auflésung de: 
Gelatine und damit ihren Nachweis erheblich. Wahrscheinlich erklart 
sich so der Widerspruch zwischen den positiven Ergebnissen meine! 
Versuche und den negativen derer von Quagliariello. 
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Der Nachweis der Identitat des friiher so genannten Kollagens I] 
und der loslichen Gelatine setzt uns nun in die Lage, auf Grund unserer 
fur die thermische Umwandlung des Kollagens angestellten Temperatur- 
messungen (5) erstmalig die Umwandlungswarme der Gelatinebildung 
aus Faserkollagen zwar nicht genau anzugeben, jedoch naherungsweise 
zu berechnen. 

Die Messung des adiabatischen Temperaturverlaufs bei der thermi- 
schen Umwandlung der Rindersehne bei 76°C ergab eine Abkithlung 
um rund A% = 3,5°. Es lieB sich nachweisen — Naheres siehe im 
Original —, daB diese Abkiihlung nicht dem vollstandigen Ablauf der 
Reaktion entsprach, da z. B. die Umwandlung des Materials bei 90° C 
fast den doppelten Temperatureffekt ergab. Wahrscheinlich ist auch 
der Wert Ad = 7,0°, den wir der Berechnung der Umwandlungswirme 
des Kollagens zugrunde legen wollen, noch etwas zu klein. 

Angaben iiber die spezifische Warme der Sehne liegen noch nicht 
vor. Man macht jedoch sicherlich keinen groBen Fehler, wenn man 
fiir diese GréBe einen etwas kleineren als den von Hill (12) fiir die 
Muskulatur gefundenen Wert (c = 0,88), also etwa 


c OS 


ansetzt, da die Sehne einen gréBeren Gehalt an Trockensubstanz auf- 
weist als der Muskel [Buerger und Gies (11)}. 

Die bei der Umwandlung von 1,0 g der frischen Sehnensubstanz 
mindestens absorbierte Warmemenge ist dann 


c. Ad = 0,8. 7,0 cal = 5,6 cal. 


Da nun nach uerger und Gies die frische Sehne nur zu rund ein 
Drittel aus organischem Material (als Kollagen gerechnet) besteht, 
so ware die auf 1,0g Kollagen berechnete Umwandlungswarme 
mindestens 

U =3c. Ad = 16,8 cal/g*. 


Dieser Wert ist von der GréSenordnung der Schmelz warme organischer 
Verbindungen, die simtlich zwischen etwa 13.0 und 56 cal/g gelegen 
sind. In der Tat erscheint es naheliegend, die thermische Umwandlung 
des Faserkollagens in Gelatine als eine Art von Schmelzung aufzufassen. 
Fir ebenso wahrscheinlich halte ich einstweilen die Annahme eines 
Prozesses nach Art der Umwandlungen einer allotropen Modifikation 
in eine andere, etwa einer kristallinischen, unléslichen in eine amorphe, 
lésliche Modifikation. 


* Eine genauere Ermittlung der Umwandlungswarme als Differenz 
der Verbrennungswarmen der Gelatine und des Kollagens ist beabsichtigt. 
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Es ist denkbar, da der ProzeB der Umwandlung des Kollagens 
die lésliche Gelatine nicht nur in einer Aufhebung der zwischen ci 
einzelnen Micellen des Faserkollagens wirksamen Bindungen, sonderi, 
in einer Umwandlung der kristallinen Micelle selbst besteht. Bein 
Abkiihlen der Lésung (Gelatinierung) kénnte dann die Micelle durc} 
eine Art Kristallisation wieder gebildet werden. Durch réntgenspektro- 
graphische Untersuchung der Gelatine oberhalb des Umwandlungs 
punktes des Faserkollagens oder zum wenigsten oberhalb des Schmelz 
punktes der Gelatine dirfte eine Entscheidung dieser Fragen méglic!) 
sein. Eine derartige Untersuchung ist meines Wissens bisher noch 
niemals ausgefiihrt worden. 

Zu dem von Gerngross, Herrmann und Abitz (3) entworfenen Bilde 
vom Aufbau des Faserkollagens und des Gelatinegels steht die hier 
vertretene thermodynamische Auffassung von den Beziehungen der 
beiden Kérper nicht in Widerspruch. Wohl aber ist sie unvereinbar 
mit der eingangs erwihnten Hypothese von Hofmeister (1), nach der 
sich das Kollagen beim Kochen durch Aufnahme von Hydratwasser 
in Gelatine verwandeln und diese wiederum sich durch trockenes 
Erhitzen auf 130°C in Kollagen zuriickverwandeln soll. 


Zusammenfassung. 


Nach unseren bisherigen Kenntnissen verlauft die Umwandlung 


des Faserkollagens in die Gelatine in zwei Stufen: Zunachst wird ober- 
halb eines zwischen etwa 57 und 65° C gelegenen Umwandlungspunktes 
das anisotrope, wasserunlésliche Kollagen (Kollagen I) in eine isotrope, 
ebenfalls wasserunlésliche Modifikation (Kollagen II) verwandelt 
Sodann soll diese durch langeres Kochen in die wasserlésliche Gelatine 


iibergehen. ; 

Die Versuche der vorliegenden Arbeit hatten das bisher unbekannte 
bzw. ausdriicklich bestrittene Ergebnis, daB aus der Sehne durch 
langeres Erwarmen auf 60 bis 64°C, d. h. auf Temperaturen, die dicht 
oberhalb des Umwandlungspunktes des Kollagens I in das Kollagen I] 
gelegen sind, grobe Mengen von Gelatine gewonnen werden kénnen. 
Der Nachweis der Gelatinebildung bei diesen niedrigen Temperaturen 
wird durch die nichtkollagenen Strukturen der Sehne sehr erschwert, 
er gelingt jedoch leicht, wenn fiir griindliche mechanische Zerst6rung 
derselben Sorge getragen wird. Besonders geeignet fiir diese Versuche 
ist das sehr einheitliche kollagene Material der Sehnen des Ratten 
schwanzes. Kollagen II und Gelatine sind also identische Korper, wie 
dies Mc. Cartney bereits vermutet, aber nicht bewiesen hatte. 

Auf Grund dieser Tatsache laBt sich unter Verwendung der Er- 
gebnisse einer eigenen alteren Untersuchung folgendes, gegeniiber dem 
bisherigen wesentlich vereinfachte Bild von den Beziehungen des 
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yenuinen Faserkollagens zur Gelatine entwerfen: Das Faserkollagen 
geht oberhalb eines scharf definierten Umwandlungspunktes, dessen 
Lage mit der Herkunft des Materials etwas variiert, unter starker 
\\armeabsorption direkt in Gelatine titber. Die Lage des Umwandlungs- 
punktes ist Funktion einer in Richtung der Faser wirkenden Zug- 
spannung bzw. eines senkrecht dazu wirkenden Seitendruckes, in dem 
sinne, daB Steigerung des Zuges oder Seitendruckes den Umwandlungs- 
punkt zu héheren Temperaturen verlagert. 

Die Umwandlungswarme der Gelatinebildung aus Faserkollagen 
berechnet sich naherungsweise zu mindestens 

U = 16,8 cal/g. 

Dieser Wert ist von der GréBenordnung der Schmelzwarme organischer 
Verbindungen. 

Es werden die Beziehungen der eigenen Ergebnisse zu alteren 
und neueren Theorien tiber das Wesen der Gelatinebildung diskutiert. 
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Zur Frage der Gesetzmabigkeit der Fermentsubstratbindung. 


Von 


H. Fisechgold und R. Ammon. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Um fermentative Prozesse quantitativ ausdeuten und beherrschen 
zu kénnen, sind im wesentlichen zwei Wege beschritten worden. Nach 
dem Vorgehen von Michaelis und Menten bei der Invertinspaltung 
hat man den enzymatischen Verlaut so aufgefaBt, als ob ein Molekii! 


Ferment F und ein Molekii] Substrat S unter Bildung eines Molekiils 
Ferment-Substratverbindung FS zusammentriaten, wobei das Gleich- 
gewicht dieser Reaktion durch das Massenwirkungsgesetz gerege|t 
wiirde. Die Verbindung FS sollte mit konstanter Geschwindigkeit in 
freies Ferment und die Spaltprodukte zerfallen, so daB demnach die 
Reaktionsgesch windigkeit der jeweils vorhandenen Menge [SF] pro- 
portional ware. Eine andere Behandlungsweise geht dahin, als be 
stimmendes Gesetz fiir die GréBe der Ferment-Substratverbindungs 
menge die Adsorptionsisotherme zugrunde zu legen. Die Michaelissche 
Methode ist von ihm selbst und vielen anderen Autoren weiter aus- 
gebaut worden und hat sich in ungeahnter Weise als auBerordentlich 
fruchtbar erwiesen. Andererseits erscheint es wenig befriedigend, das 
Massenwirkungsgesetz in einem System als giiltig anzunehmen, das 
eine wesentliche Voraussetzung der Anwendbarkeit, die molekulare 
Lésung, sicher nicht stets erfiillt. Sogar in unléslichen Systemen hat 
sich die Michaelissche Vorstellung brauchbar gezeigt. So fanden z. B 
Ammon und Fischgold' bei der Synthese von n-Butylalkohol-n- Butter 
siureester durch Schweinepankreaspulver, daB die Veresterungs 
geschwindigkeit in ahnlicher Weise von der Buttersiurekonzentration 


1 Diese Zeitschr. 241, 460, 1931; vgl. auch Sym, ebendaselbst 230, 
19, 1931. 
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abhangt, wie man es sonst von Spaltungen mit Fermentlésungen her 
kennt. Man erhalt demnach auch hier echte Aktivitats-p.-Kurven, 
obgleich nachweislich das Ferment in dem alkoholischen Milieu absolut 
unléslich ist, das System also sicher makroheterogen ist. 

Wie diese Kluft zu tiberbriicken ist, wurde von Hitchcock! und spater 
von Weidenhagen und Landt? gezeigt. Die Autoren weisen darauf hin, 
daB die durch das Massenwirkungsgesetz gegebene Formel: 

F : 
S| = p- => 
Ss t K 

formell Ubereinstimmt mit der von Langmuir entwickelten Gleichung 
fir die Adsorption: 
ee. nS (K -_ K2) 
K, + Ky,.c¢ K, c+Kk K,/’ 
2 Pa a 


t 


wo # der von dem Adsorbendum bedeckte Teil der Oberflacheneinheit 
des Adsorbens (also eine der adsorbierten Menge proportionale GréBe), 
c die Gleichgewichtskonzentration des Adsorbendum, A, und AK, Kon- 
stanten bedeuten. Damit war bewiesen, daB sich die Aktivitats-p,-Kurve 
als Adsorptionsisotherme auffassen ]aBt, wobei es ganz gleichgiiltig ist, 
ob man als Adsorbens das Ferment selbst annimmt oder einen kolldidalen 
,, Trager‘, der seinerseits die Verbindung zwischen Substrat und Ferment 
herbeifiihrt. Natirlich kénnte man der Aktivitats-p.-Kurve auch 
andere Adsorptionsisothermen unterlegen. So ware z. B. eine Deutung 
auf Grund der Freundlichschen Isotherme x = k.c” méglich. In der 
Tat erhalt man bei der iiblichen graphischen Darstellung in logarith- 
mischen MaBstaben fiir die Aktivitaéts-p,-Kurve eine Gerade. Als 
Beispiel sei eine Kurve angegeben, die in einer friiheren Arbeit*® in der 
iiblichen Darstellung gezeichnet worden war. Wir haben nun auch die 
Umsitze logarithmiert und jetzt also sowohl Abszissen- als auch Ordi- 
natenwerte in logarithmischen MaBstaben. Tabelle | zeigt die Beziehung 
zwischen p, = negativer Logarithmus der Substratkonzentration und 


Tabelle J. 





py. . 0,84 10,94 1,24 1,54 /1,70 1,94 2.24 2.54 284 3.24 3,54 4.24 4,54 
logy. 1,548/1,446/1,571 1,633 '1,667 1,640 1,623 1,525 1,398 1,217 1,021 0,602 0,301 


1 J. of Amer. Chem. Soc. 48, 2870, 1926. 

2 Zeitschr. d. Ver. d. deutsch. Zuckerindustrie 80, Techn. Teil, 25, 1930. 

% Ammon u. Fischgold, diese Zeitschr. 234, 59, 1931. Es handelt sich 
um die Menschenleberesterase-l-Mandelsauremethylesterkurve ohne Zusatz 
von Strychnin. 
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log v = Logarithmus der Umsatzgeschwindigkeit, die in Kubikmi! 
metern gebildeter CO, gemessen wurde. Abb. 1 stellt die Verhaltniss 


graphisch dar. 


2 


fog v (gemessen incmm C0,) 


Abb. 1. 
Aktivitéts-p,-Kurve in bilogarithmischer Darstellung. 


Mit Ausnahme der hohen Werte, fiir die ja keine RegelmaBigkeit 

zu erwarten ist, liegen alle Punkte annahernd auf einer Geraden (Abb. 1) 
i 

c+k 

(Massenwirkungsgesetz und Langmuir) bei geeigneter Wahl der Kon- 

stanten k und n einerseits und p und K andererseits zur Uberein- 

stimmung gebracht werden k6nnen, zeigt 

Abb. 21). Hier sind die Werte fiir x und ¢ in ge- 

longmiirend wohnlichen nicht logarithmierten Mastaben 

Massenwirhungs- gezeichnet. Fiir die niedrigen Werte, die ja 

allein in beiden Fallen in Betracht kommen, 

liegen die Kurven so dicht beieinander, dal 

mit den Mitteln der Fermentkinetik nicht zu 
ae. entscheiden ist, durch welche Forme] die ex 

Langmuir sche perimentellen Daten besser wiedergegeben 


und Freundlich sche Ad- werden. Doch ist es am sinnvollsten, die 
sorptionsisotherme. 


Wie weit die beiden Kurven x = k.c" (Freundlich) und x = p: 


adsorbierte Menge x 





Gheichgewichtshonzentration c 


Langmuirsche Gleichung beizubehalten, denn 
diese gestattet ebenso wie die Michaelis-Mentenschen Ableitungen 
eine einfache zablenmaBige Angabe der ,,spezifischen Affinitat** eines 
Substrats zum Ferment und einen leichten Vergleich von Zerfalls 


' Die Abbildung ist nach einer Figur aus Bliih und Stark, Die Adsorp 
tion, Braunschweig 1929, 8. 14, Abb. 10, gezeichnet. 
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veschwindigkeiten. Die Konstanten, die hierfiir maBgebend sind, sind 
identisch mit den Michaelisschen Konstanten: so verkérpert z. B. die 
GréBe 1: K die ,,Adsorptionsaffinitat’. Die Analogie zur Michaelis- 
schen Theorie geht aber noch viel weiter. Die Deduktionen von Langmuir 
ergeben namlich eine quantitative Erfassung der gleichzeitigen Adsorp- 
tion mehrerer Adsorbenden; es besteht also die Méglichkeit, das Gleich- 
vewicht bei der Adsorptionsverdrangung formelmaBig anzugeben. 
\uf Grund dieser Tatsachen ist es mdéglich, alle Erweiterungen und 
Folgerungen der Michaelisschen Anschauungen auf die Vorstellung 
der Adsorption leicht zu tbertragen. 

Die Langmuirschen Ableitungen! fiir die gleichzeitige Adsorption 
zweier Adsorbenden (urspriinglich fiir zwei Gase entwickelt) sind 
folgende: 

c, und cy seien die Konzentrationen der beiden Substanzen nach 
Kinstellung des Gleichgewichts ; fiir die Adsorption einer jeden Substanz 
fiir sich allein mégen die Isothermen 


9 “1 
= — (1) 
ie, ce, + Ay, 
und 
9 & 
“e— -— = (2) 
? Cy + K > | 


gelten, wo #, und #,, wie oben erwahnt, den vom Adsorbendum be- 
deckten Bruchteil der Oberflacheneinheit darstellen. 


QO, und @, seien die entsprechenden Grédben bei gleichzeitiger 
Adsorption der beiden Stoffe. Der von der Substanz | freie Teil der 
Oberflacheneinheit ist dann 1 — @,. An dieser Flache kann die Sub- 
stanz 2 allein adsorbiert werden; die GréBe der Adsorption muB nach 
der Definition sein = (1 — O,). %. Dann ist aber der von der zweiten 
Substanz freie Teil der Oberflacheneinheit 1 — (1 — @,). 3. Da 
diese Flache der Adsorption der ersten Substanz zur Verfiigung steht, 
betragt diese [1 —(l — O,). #|]. 0). Dies ist aber definitionsgemab 
0,. Also: 

0, = {1 — (1— 9,). @,| .3, 


oder 
#, (1 — #,) 
a, = — =. 
' 1—#,. 9, 
Analog ergibt sich: 
a es i 


1—9,.%, 


1 Zit. nach Bliih und Stark, |. c. 8. 39. 
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Setzt man fur #, und #, die Werte aus den Gleichungen (1) und 
ein, so erhalt man 
c,- Ky 


® = ~ 
: c,.K,+ ¢,.K, 


analog 
cy. A, 
c,.K,+K,.K, ie 
a K, ( > ) 
K, 

Mit Hilfe dieser ,,Verdrangungsformeln kénnen alle ferment- 
kinetischen Angaben, die auf dem Massenwirkungsgesetz basieren, 
umgedeutet werden. Dies mégen einige Beispiele zeigen. 

In einer vorangehenden Arbeit! konnten wir zeigen, daB die 
Aktivitats-py-Kurve eines Racemats wieder die typische Form de: 
Dissoziationsrestkurve besitzt und daB die scheinbare Dissoziations. 
konstante der Ferment-d, ]-Esterverbindung, A,, ,,, in folgender Weise 
mit den Dissoziationskonstanten K (+) und K (—) der beiden Anti- 


poden zusammenhangt : 
K,,).K 
, 6 [+}* (—) 
Ka.) = 2 


~ Ky) + K, ) 
wahrend die Zerfallskonstante, k,q ;, die Beziehung 
kia = Ki) i+) + Ki +)° ky ) 
; Ki.) + Ki) 
aufweist. Nehmen wir fiir die beiden optischen Modifikationen bei 
alleiniger Adsorption die Isothermen 


+) = 


und 


oi) = (6) 


} (—) 
an, so erhalt man aus den Gleichungen (3) und (4) fiir die gleichzeitige 
Adsorption fiir jede einzelne Modifikation 

Ce +)° K, ) 


© = - = . : (7) 
(+) C; y» Kye) + O74) - Ky 1+ Ky). Ki) 


und 
ss ¢_)- Ky) 
a = a ee ee ee ee a > : 
e—-)- Ky4) 4 (+)-Ki) + Ky). Ki) 


1 Diese Zeitschr. 246, 463, 1932. 
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In einem Racemat ist nun im Anfang der Spaltung, der ja allein 
fur die Aufstellung der Aktivitats-p.-Kurve verwendet wird, ¢,,, 
¢, = "/o¢4.,. Auch hier kann die Gleichgewichtskonzentration 
der Gesamtsubstratkonzentration gesetzt werden, wie bei den 
Michaelisschen Ableitungen S = Gesamtkonzentration angenommen 
werden durfte. 
Dann geht Gleichung (7) uber in 


ra) — K, ) y Cid, 1) (9) 
“ve K,.)+ Ky_) . K,4). Ky) 
Cid, 1) “~ 7r- = 
und ebenso: Ku, + Ki, 
K,.) Cid, 1) 
O_, = = ——- z = . 10 
> s... a om 
Cid, I T 2k K 
(+) T (—) 


,., und O, , entsprechen den GréBen, die in der Michaelis- 
Mentenschen Theorie [FS,,,] und [FS,_,] genannt wurden. Ebenso 
wie dort gilt hier fiir das Racemat aus den Gleichungen (9) und (10): 


@., Ki) (11) 


ee, maa 
unabhangig von der Substratkonzentration. 

Die Umsatzgeschwindigkeit des Racemats, Uy ,, muB proportional 
sein der GroéBe O,,).k,., +O). ki, wo k.) und k,_) die Zerfalls- 
konstanten der Adsorptionsverbindungen O,,, und O._, sind. Setzt 
man die Werte aus den Gleichungen (9) und (10) ein, so erhalt man 


e 
(d, 1 ’ > 
Via, y=—C- : = (C = Konstante), 
c 9 K,.)- Ki) 
(d,l) T = Fa 
K, +) 7 Ki. ) 
d. h. wieder eine Langmuirsche Adsorptionsisotherme mit der ,,schein- 
‘ er “Oo Ki.) - Ki, 
baren Dissoziationskonstante™ 2 KK , also genau das analoge 
(+) T 4(-) 


Ergebnis wie bei der entsprechenden Ableitung auf der Basis der 
Michaelis-Mentenschen Theorie. Ebenso findet man aus der Glei- 
chung (11) fiir die ,,scheinbare Zerfallskonstante* 

K(-)- kx) + Key) he) 

K,4) + Ke_) 

Es ergibt sich also, daB die friiher bestimmten Beziehungen der Racemat- 
aktivitats-p,-Kurve auch unter Zugrundelegung der Adsorptions- 
anschauung unverandert bestehen bleiben. In beiden Fallen verhalt 
sich die Racemataktivitats-p,-Kurve so, als ob sie von einem einheit- 
lichen Substrat gewonnen ware, deren charakteristische Konstanten 
die genannten Beziehungen aufweisen. 


ka, )— 
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Weber und Ammon! haben eine Beziehung entdeckt zwischen d« 


Racemathydrolyse und den Konstanten, die sich aus der Hydroly-e 


der einzelnen aktiven Modifikationen ergeben. Sie fanden: 
A 


Ra ae ie 
‘ A -Yy aoe ky+)- Ky) ok K 
a eo 


l 
——— 


wo A die Anfangskonzentration einer jeden aktiven Modifikation, 


y den Umsatz der d-, 2 den der |-Modifikation darstellt. 

Dasselbe Ergebnis laBt sich nach den hier ausgefiihrten Berec} 
nungen in analoger Weise gewinnen. Bezeichnet man die Geschwindig. 
keiten der Umsatze fiir die aktiven Modifikationen als v,,, und v 
so ist offenbar: 


Y-) O.- yk ) 
und nach Einsetzen von (7) und (8): 
M+) Cay Ki y Kya) 


Y% ) _ C ,? K, ) ki a 
oder 
dy 
dt 2 ipa: _A—y4 
—_—_ — K . (+) =— K " éeut J 
dz C_) A—wvz 
dt 


woraus sich wieder die Weber-Ammonsche Formel ergibt. 

Wichtig ist ferner, daB sich die Formeln fiir die Hemmung de: 
Fermentwirkung ganz analog aus der Verdrangungsforme! (3) ergeben 
Nach Michaelis und Rona? muB man zwei verschiedene Formen yo: 
Hemmungen unterscheiden: 

1. Anderung der Zerfallsgeschwindigkeit der Ferment-Substrat- 
verbindung. 

2. Bindung eines Teiles der Fermentmenge an den Hemmungs- 
korper. 

Der erste Fall bedarf keiner rérterung, da hier die Bindung 
zwischen Ferment und Substrat unverindert bleibt; die Aktivitats- 
px-Kurve erscheint nur in einem veranderten Mabstab, das A bleibt 
das gleiche. 

Wichtiger ist der zweite Fall, wo ein Hemmungskérper H zum 
Ferment eine Affinitaét besitzt, die durch die Dissoziationskonstante 
der Fermenthemmungskoérperverbindung A,, ausgedriickt sei, und 


1 Diese Zeitschr. 204, 197, 1929. 
2 Ebendaselbst 60, 62, 19 


14. 
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hierdurch einen Teil des Ferments der Reaktion entzieht. Hierfur 
haben Michaelis und Menten! aus dem Massenwirkungsgesetz die 
Beziehung 


H).Ks 
Ky — 2. 


((S] + Ks) (—1) 
" 

abgeleitet. Hierbei ist [S|] die Substratkonzentration, vy und v sind die 
Anfangsgeschwindigkeiten ohne und mit Zusatz des Hemmungskérpers 
in einem analogen Ansatz. Fiihren wir unsere Bezeichnungen ein und 
bezeichnen wir mit dem Index 1 das Substrat, mit dem Index 2 den 
Hemmungskérper, so erhalt man aus der ,,Verdrangungsformel™ (3) 
nach Umformung 








“aes , e,k, =, ey. K, 
l . ° 
0, Cc) K, “(5 - 1) k, 
Offenbar ist 
Uo:v0 = 9,:@,, 
also 
1 — 
0, v., 
Da 
9 ~ 
7 ce, + K, 
ist, folglich 
l ~ U_(e, 4 K,) 
0, v.C; / 
also 
: C,. Kk, ec, K, 
b= Se Fa ee 
‘vy, (c, + F ak 5 Al : 
¢, (2 - —1)- K, “o—" (c, + Ky) 
ae | 


Die Identitat dieser Gleichung mit der Michaelisschen Formel ist 
offensichtlich. 

Fiir die Aktivitaits-p,-Kurve unter Zusatz eines Hemmungsk6rpers 
vom zweiten Typ hat Kuhn? gezeigt, daB sie parallel zur Abszisse 
verschoben erscheint und der Formel 


sda se H) + Kn) 


entspricht. 


1 Diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
2 In Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente 1, 193, Leipzig 1925. 
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Diese Forme] ist identisch mit unserer Verdrangungsgleichung (3 
0) “ ' 
| q+ K,(? zt) 
s 
wo wieder der Index | das Substrat, der Index 2 den Hemmungskéryx 
kennzeichnet. 

Die bisherigen Ergebnisse tiber die verschiedenen Hemmunger 
bleiben also bei der Adsorptionsvorstellung unberiihrt. Insbesonder 
sind die verschiedenen Kriterien zur Unterscheidung der Hemmungs- 
kérper, die Michaelis und Rona! sowie Kuhn und Miinch? als Folgerung 
dieser Formeln aufgestellt haben, ohne weiteres zu iibertragen. 

Da man unter der Annahme der Langmuirschen Adsorptions- 
isotherme als des die Kinetik beherrschenden Gesetzes zu denselben 
Ergebnissen kommt wie bei der Annahme des Massenwirkungsgesetzes 
ist natiirlich wesentlich begriindet in der formalen Gleichheit der beiden 
Theorien. Denn auch bei der Langmuirschen Ableitung wird ein Gleich- 
gewicht festgelegt, nimlich ein Gleichgewicht zwischen Konzentration 
des Adsorbendums, der freien und der adsorbierenden Oberfliche. 
Im allgemeinen wird man also aus den kinetischen Beobachtungen 
keine Entscheidung der Frage erwarten diirfen, ob die Fermentsubstrat- 
bindung den Gesetzen der Massenwirkung oder der Adsorption folge. 
Lediglich an den Ausnahmen, die sich stets den GesetzmaBigkeiten 
beider Theorien widersprechend verhalten, wird man _ untersuchen 
kénnen, ob die eine oder die andere Annahme eine zwanglosere Deut ung 
zulabt. 

Eine solche Ausnahme ist das Umbiegen der Aktivitats-p,-Kurve 
bei héheren Substratkonzentrationen. Vermutungen iiber die Ursache 
des Abweichens der Aktivitats-p,-Kurve von der idealen Dissoziations- 
restkurve sind bisher nur sehr sparlich gedéuBert worden. Michaelis 
und Menten driicken sich bei der Invertinkurve ganz unbestimmt 
aus und sprechen nur von ,,Veranderung der Natur des Lésungsmittels”, 
da bei den hohen Zuckerkonzentrationen nicht mehr von verdiinnten 
wasserigen Lésungen die Rede sein kann, in denen die Konzentration 
des Wassers als konstant betrachtet werden diirfte. Dies ist fiir die 
Saccharosespaltung durch Invertin fraglos richtig und durch die Ar- 
beiten von Nelson und Schubert? sowie die von Ingersoll* bewiesen 
worden. Hiernach ist die Hydrolyse der Saccharose weitgehend von der 
Menge des Wassers abhangig. Fir sehr viele andere Aktivitats-p,- 
Kurven haben aber diese Uberlegungen nicht ohne weiteres Geltung; 


1 Diese Zeitschr. 60, 62, 1914. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 1638, 6, 1927. 

3 J. Amer. Chem. Soc. 50, 2188, 1928. 

4 Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 8, 264 u. 276, 1926. 
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denn der Abfall der Hydrolysegeschwindigkeit tritt haufig schon bei 
s» niedrigen Substratkonzentrationen auf (bei den Versuchen von 
Rona, Fischgold und Ammon z. B. schon bei ungefihr 0,1°,), daB die 
Losung noch fraglos als eine verdiinnte, mit einem groBen, also kon- 
stanten, WasseriiberschuB zu betrachten ist. Sieht man jedoch als 
Grundlage der Fermentsubstratverbindung einen Adsorptionsvorgang, 
so kann man leicht diese Anschauungen etwas modifiziert fiir alle Fille 

Erklarung heranziehen. Denn in der Adsorptionsschicht, in der 
sich allein die Fermentreaktionen abspielen, wird sich das Substrat an- 
reichern; mit VergréBerung der Substratkonzentration wird das Ver- 
haltnis Substrat : Wasser in der Lésung und ebenso in der Adsorptions- 
schicht immer weiter zugunsten des Substrats verschoben. Hier wird 
es sehr viel friiher als in der AuGBenlésung zu einem MiBverhaltnis 
zwischen Substrat und Wasser kommen. Das Substrat wird das zur 
Hydrolyse notwendige Wasser soweit verdringen, daB es nicht mehr 
ausreicht, der gebildeten Fermentsubstratverbindung den Zerfall in 
die Spaltendprodukte zu gestatten. Die Umsitze miissen absinken. 
So erklart sich bei den auBerst affinen Esterasen das Umbiegen der 
Aktivitats-pg-Kurven in noch recht verdiinnten Lésungen. Es wieder- 
holt sich hier, in die reagierende Adsorptionsschicht verlegt, derselbe 
Mechanismus, den Michaelis und Menten fiir das Abweichen der Invertin- 
kurve als vermutliche Deutung angegeben haben. 

Vom Standpunkt der Adsorptionsvorstellung laBt sich eventue ll 
auch ein besseres Verstandnis fiir die Umkehrung der optischen Orien- 
tierung von Esterasen bei Erhéhung der Substratkonzentration, wie 
sie zuerst von Bamann beschrieben wurde, gewinnen. Zunachst ware 
daran zu denken, daB die beiden nicht spiegelbildlichen, sondern 
diastereomeren Ferment-Substratverbindungen FS,_, und FS,,) 
gegeniiber der Wasserverarmung verschieden empfindlich sind. Es 
ist durchaus wahrscheinlich, daB hieraus eine Bevorzugung der einen 
Modifikation resultieren kann. Es gibt aber noch eine andere Méglich- 
keit, dieser Frage naher zu kommen. Offenbar ist das Verhaltnis der 
Umsatzgeschwindigkeiten der beiden optisch-aktiven Modifikationen: 

Ui.) oe [F S(+)| Kes). 

UO.) (FS) ek) 
Nimmt man die Zerfallsgeschwindigkeiten k,,,) und k_, als kon- 
zentrationsunabhangig konstant an, so kann fiir die Umkehrung der 
optischen Orientierung eines Ferments nur eine Anderung des Ver- 
haltnisses [F'S,,)]/[FS,_)] verantwortlich sein. Nach dem Massen- 
wirkungsgesetz in der Michaelisschen einfachen Form ist jedenfalls 


[FS(+)] ms [S(+)]. K 


y } ’ , ’ 
FS,_) Si ) - Ki.) 


23 * 
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im Racemat zu Beginn der Spaltung also A, d. h. konzentratio: 
unabhangig konstant:; die ,,Inversion’ kann hierdurch nicht erkla; 
werden. 


Wohl aber ware eine Erklarung durch die ebenfalls auf der Grundlag 
des Massenwirkungsgesetzes beruhende Haldanesche' Hypothese gegebe: 
Dieser Autor nimmt neben der Verbindung eines Ferment- und eines Sul) 
stratmolekiils / + S> FS noch eine weitergehende Reaktion FS — s 
> FS, an, wobei FS, einen Komplex eines Fermentmolekiils mit zw: 
Substratmolekiilen darstellt, der nicht in der Lage ist, in die Spaltend 
produkte zu zerfallen, sondern nur bei Verschiebung des Gleichgewichtes 
wieder in /'S und freies, ungespaltenes Substrat S zerlegt werden kann. 
Auch hierbei wird die Zerfallsgeschwindigkeit von FS als unveranderlich 
konstant angesehen. Bamann und Laeverenz*® haben sich bei ihrer Deutung 
des Umbiegens der Aktivitats-py-Kurve und der ,,Inversion** im wesent 
lichen dieser Anschauung angeschlossen. Hiernach wire 

(FI) og ung LF SI-LS) 

[FS] [« So] 
wo [F’], [S] und [FS] die bisherige Bedeutung haben, [F' S,] die Konzentra 
tion der nicht zerfallfahigen Verbindung zwischen einem Fermentmolekii! 
und zwei Substratmolekiilen, A, und K, die Dissoziationskonstanten de1 
Verbindungen [FS] und [F'S,]} darstellen. Ist F = Gesamtkonzentration 
von freiem und gebundenem Ferment, so wird 


F = (F]+(FS] + [FS] 


Ky, 


Ferner ist 
>. {F].[S >. FS 
p= o.tre = 2-1 bF.(S] 
Ky | a S] i LS}? 
1 Ls RB, 
Es ist also im Racemat, wo im Anfang der Spaltung [S;, )] 
U P.)-Ky,), (S)- K, + _K L [,S]?) 


(+) (—) (—)e ; 
,+ Ki), -K + [S}*) 


do (+); (+)eo 


) 


U P_): Ki_,, ([S]- Ky, 


Wie man sieht, ist dieser Bruch nicht mehr konzentrationsunabhangig. 
da [S] nicht herausfallt. Hiernach nehmen die Antipoden an der Reaktion 
nicht einfach im Verhaltnis ihrer ersten Affinitaétskonstanten teil, sondern 
in einem MaBe, das von der zweiten Affinitatskonstanten und der Substrat 
konzentration mitbestimmt wird. Die Haldanesche Hypothese, die viele 
Erscheinungen auBerordentlich gut wiedergibt, ist wenig befriedigend, 
insbesondere, weil die Voraussetzung einer homogenen Lésung nicht immer 
verwirklicht ist. 


Untersucht man die Frage vom Standpunkt der Langmuirsche: 
Theorie, so wird 


Uys) _ @a)- ea 


U., @..k- 


1 Enzymes, London 1930, 8. 84; vgl. auch D. R. P. Murray, Biochem 
24. 1890, 1930. 
2 Ber. d. deutsch. chem. Ges. 64, 897, 1931. 
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nd setzt man fiir O,,, und O,_, die Werte aus den oben abgeleiteten 


(Jeichungen (7) und (8) ein, so erhalt man 


) 


\lso auch bei dieser Deutung hier miBten sich die beiden Antipoden 
nabhangig von der Konzentration ihren Affinitaten gemafs an der 
Reaktion der Racematspaltung beteiligen. Wir kimen zu demselben 
Ergebnis wie unter der Annahme der Michaelis-Mentenschen Vor- 
stellungen und miissen eine Deutung der Inversion auf dieser Grund- 
lage ablehnen. Demgegeniiber ist zu betonen, daB die GesetzmaBig- 
keiten der Adsorption nicht ebenso fest formelmaBig erfaBt sind, wie 
es sonst bei physikalisch-chemischen Vorgaingen der Fall ist. Dies 
beweist schon die groBe Anzahl der angegebenen Adsorptionsisothermen ; 
eine Jede von ihnen gibt die Erscheinungen nur in mehr oder weniger 
guter Annaherung wieder. Wenn auch in den beiden Adsorptions- 
isothermen, die eine leichte quantitative Erfassung der Adsorptions- 
verdrangung gestatten, nimlich von Langmuir und Reichinstein, die 
; vn ‘ —, » . , 
Proportionalitatsbeziehung —— = K- besteht, so ware jedenfalls 
0, Ce 

diese 'Tatsache noch experimentell zu bestatigen. | 

In einer friiheren Arbeit tiber asymmetrische Adsorption! war 
eine Priifung der Proportionalitétsformel wegen der Kleinheit der 
erhaltenen Betrage nicht méglich. Wir wiederholten deshalb unsere 
Versuche an dem klassischen System, an dem erstmalig Michaelis und 
Rona® die Adsorptionsverdringung studiert hatten, namlich Kohle, 
Essigsaure und Aceton. 


Methodisches. 


Es wurde eine Lésung hergestellt, die Aceton und Eisessig ungefahr 
in einer Menge enthielt, daB der Acetongehalt etwa 2 molar, der Essig- 
siuregehalt etwa 4 molar war. Von dieser Ausgangsl6sung wurden mit 
destilliertem Wasser verschiedene Verdiinnungen hergestellt und diese 
zu den Adsorptionsversuchen benutzt. Als Adsorbens verwandten wir 
Mercksche Tierkohle, die im Trockenschrank bei etwa 100° getrocknet und 
im Exsikkator aufbewahrt wurde. Zu je 1 g Kohle wurden in ein Flaschchen 
je 50cem einer Aceton-Essigsiurelésung hinzugegeben; das Ganze wurde 
ungefahr 6 Stunden in der Schiittelmaschine bei Zimmertemperatur ge- 
schiittelt, dann iiber Nacht zum Sedimentieren stehengelassen. Am nachsten 
Tage wurde die iiber der Kohle befindliche klare Fliissigkeit abpipettiert 
und analysiert. Gleichzeitig wurde eine Probe der urspriinglich zur Kohle 
zugesetzten Fliissigkeit untersucht und auf diese Weise die von der Kohle 


1 Fischgold u. Ammon, diese Zeitschr. 234, 39, 1931, 
2? Ebendaselbst 15, 196, 1909. 
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adsorbierte Aceton- und Essigsiuremenge ermittelt. Die Acetonbesti: 
mungen wurden jodometrisch, die Essigsiurebestimmungen acidimetris« |, 
vorgenommen. 

Tabelle II gibt die Ergebnisse der Untersuchungen wieder. 1) 
eingeklammerten Zahlen sind die zugehérigen Logarithmen. Die letzt« 
Spalte zeigt den Wert fiir A, der nach der Formel 

© . C ; O,.€5 

—_— K.+ oder K = —+— 

0, Cy @,.C, 
eine Konstante sein miiBte. Mit den O sind die adsorbierten Menger 
mit ¢ die Gleichgewichtskonzentrationen bezeichnet; der Index 1 sei 
fiir das Aceton, der Index 2 fiir die Essigsiure gewahlt. 


Tabelle Il. 





Aceton Essigsiure 
Molaritat Molaritat adsor- Molaritat Molaritit adsor- 
vor der nach der bierte vor der nach der bierte 
Adsorption Adsorption | Millimol Adsorption Adsorbtion  Millimol 


1,015 0,965 50 2.060 1,999 70 
(3,985—4) (1,699) (4,.299—4) (1,845) 
0,493 0,458 35 1,025 0,965 60 
(3,661—4) 5 (3.985—4) (1.778) 
0,127 0,100 { (0,248 0,209 39 
(3,0—4) 431) (3,320—4) (1,591) 
0,060 0,040 - 0.1225 0,0938 28,7 
(2,602—4) ,301) (2.972—4) (1,458) 
0,149 0,0062 8, 0.0317 0,0173 14,4 
(1,792—4) (0,940) (2.238—4) (1,158) 
0.0039 6.00099 3.0 0.00781 0.00317 4.64 
(0,996—4) (0,477) (1,501—4) | (0,667) 


£ 
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Abb 
Gleichzeitige Adsorption von Aceton und Essigsaure. 
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Es zeigt sich, daB die Werte fiir A nicht konstant sind, sondern 
mit der Anderung der Konzentration einen Gang aufweisen zu scheinen. 
Man kann daraus folgern, daB die Langmuirschen Formeln nur als 
\aherungsformeln zu betrachten sind, die Proportionalitatsbeziehung 
braucht bei adsorptiven Vorgangen nicht zu bestehen. 

Die Verhaltnisse gibt Abb. 3 wieder. Hier ist die Adsorption der 
beiden Stoffe in bilogarithmischer Aufzeichnung angegeben. 

Die hier geschilderten Verhaltnisse bieten eine Méglichkeit, die 
Inversion zu deuten. Die beiden optischen Antipoden beteiligen 
sich nicht, wie nach den Langmuirschen Formeln zu erwarten gewesen 
ware, bei der Spaltung im Verhaltnis ihrer Affinitaten, sondern in einem 
Verhaltnis, das sich mit der Konzentrationsaénderung nach einer Seite 
allmahlich verschiebt. 

Das eine solche Verschiebung des Verhaltnisses von zwei kon- 
kurrierenden Substraten auch sonst bei fermentativen Prozessen vor- 
kommt, zeigen Bestimmungen, die Michaelis und Menten! bei der 
Untersuchung der Affinitéten zwischen Invertase und Glucose sowie 
zwischen Invertase und Fructose machten. Sie untersuchten aquimolare 
Gemische von Saccharose und Glucose und ebensolche Gemische von 
Saccharose und Fructose und bestimmten das Verhaltnis der an eine 
bestimmte Invertasemenge gebundenen Anteile der beiden! Zucker. 
Sie fanden folgende Verhaltnisse : 





Konzentration der Lisung 0,0833 mol 0,1 mol 0,133 mol 


Gebundene Saccharose : “e 
- 4.6 4.8 67 


Gebundene Glucose 


Gebundene Saccharose 
Gebundene Fructose 


Besonders in Gemischen von Saccharose und Glucose wird mit 
dem Anstieg der Substratkonzentration eine merkliche Verschiebung 
des Bindungsverhaltnisses der beiden Zucker deutlich. Eine Beurteilung 
der Frage aus den Saccharose-Fructoseversuchen ist aus den angegebenen 
Daten nicht méglich. Michaelis und Menten haben den Gang, der in 
den Bindungsverhaltnissen bei verschiedenen Konzentrationen auftritt, 
als innerhalb der Fehlergrenze liegend angegeben, und geglaubt, aus dem 
Mittelwert das Verhaltnis der beiden Dissoziationskonstanten A,,, A .,..., 
bzw. Ky, Kx, bestimmen zu kénnen. 

Im Hinblick auf die oben angegebenen Aceton-Essigsaureversuche 
ist hier vielleicht doch eine bestimmte Gesetzmabigkeit zu erblicken 


1 lec. S. 349. 
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Auch Kuhn! schlagt vor: ,,Man sollte priifen, ob z. B. die von Micha: 


und Menten bei verschiedenen Substratkonzentrationen gefunden 

Unterschiede der Affinitat zur Glucose und Fructose nicht doch d 

Versuchsfehler tbersteigen. Das Ferment wiirde sich dann zwisclhy 

Rohr- und Traubenzucker etwas verschieden verteilen, je nachdem, : 

beide Zucker in m/10 oder m,/100 Lésung zugegen sind.“ Fassen wi; 
die Fermentsubstratbindung als durch adsorptive GesetzmaBigkeit«, 
vermittelt auf, so erscheint diese Beobachtung nicht erstaunlich. Ma: 
gelangt so zu einer Deutung, ohne zu Hilfshypothesen, wie in de: 
Haldaneschen Theorie, greifen zu miissen. 


Es sei noch auf eine dritte Méglichkeit hingewiesen, die .,Inversion 
eventuell verstandlich machen zu lassen. Es ware denkbar, daB mit 
Steigerung der Substratkonzentration die Reaktionsorte, an denen sich 
die Fermentreaktion abspielt, physikalisch und chemisch veraindert werden 
und prinzipiell neue Eigenschaften gewinnen. Bei hohen Substratkonzentra 
tionen triibt sich die Versuchslésung (auf Grund unserer Erfahrungen bei 
der fermentativen Hydrolyse von Mandelséuremethylester); es kommt 
also zu einer Vergréberung der einzelnen Teilchen, die auch bei nachtriig- 
licher Verdiinnung nicht wieder klar in Lésung gehen. In friiheren Synthese 
versuchen? war gefunden worden, da das Ferment, das einige Zeit einer 
héheren Saurekonzentration ausgesetzt und abzentrifugiert war, irreversibe! 
verandert war. In Spaltungsansiétzen ist es leider nicht méglich, das in 
Lésung gegangene Ferment wiederzugewinnen. Einigen Aufschlu8 e1 
warteten wir aus folgender einfachen Versuchsanordnung. 

Es wurden zwei Ansitze gemacht: jeder enthielt 1 g d, 1-Mandelsaur 
methylester, 10cem Menschenleberesteraselésung (neutralisierter, zentri- 
fugierter, dialysierter n/40 NH,-Auszug) und 8 Tropfen Bromthymolblau- 
lésung. Der erste Ansatz wurde mit destilliertem Wasser auf 200 cem aut- 
gefiillt, so daB also der Ester in einer Konzentration von 0,5°,, enthalten 
war. Der zweite Ansatz wurde auf 25 ccm aufgefiillt, der Ester war also 
in 4°, iger Lésung. Ansatz 1 mit 0,5°,, Ester verbrauchte zur Neutrali- 
sierung (Indikator Farbton grim) der entstehenden Mandelséure wahrend 
der ganzen Versuchsdauer, die sich iiber 2 Stunden erstreckte, alle 10 Mi 
nuten 0,55ceem n/10 NaOH; die Umsatzgeschwindigkeit blieb stets kon 
stant. Ansatz 2 mit 4°, Ester verbrauchte alle 10 Minuten 0,22 cem n/10) 
NaOH. Nachdem die Spaltung, wahrend der sich die Lésung getriibt 
hatte, 1 Stunde gegangen war, wurde der Ansatz ebenfalls auf 200 ccm 
aufgefiillt. Die Umsatzgeschwindigkeit blieb jedoch die gleiche wie vor de! 
Verdiinnung: es wurden alle 10 Minuten 0,2 cem n/10 NaOH zur Neutrali 
sation der in Freiheit gesetzten Mandelsiure gebraucht. Das Ferment 
war also irreversibel geaindert worden. Die Anderung der Umsatzgeschwin 
digkeit kann nicht auf den entstandenen Alkohol*® zuriickzufiihren sein. 
denn in dem Parallelansatz 1 war eine noch gréB8ere Menge Alkohol gebildet 
worden, ohne die Umsatzgeschwindigkeit zu vermindern. Es mu8 gefolgert 
werden, daB die voriibergehende Einwirkung der hohen Substratkonzentra 


' In Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl., 1925, S. 214. 
2 Rona, Ammon u. Fischgold, diese Zeitschr. 241, 464, 1931. 
Bamann u. Laeverenz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64, 897, 1931. 
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n fir diese Veranderung verantwortlich zu machen ist. Trotzdem wollen 
r der Erscheinung fiir die Erklarung der ..Inversion*: nicht allzu groBe 
Bedeutung beimessen; denn die Umkehrung der optischen Orientierung 
tritt schon bei Konzentrationen auf, wo durch den genannten Mechanismus 
wh keine Veranderung der Fermentlésung zu sehen und zu erwarten ist. 
Wenn die hier entwickelten Anschauungen auch hypothetischen 
Charakter haben, so glauben wir doch, daB es auf dieser Grundlage 
moglich ist, einige bisher ungeklarte Erscheinungen (Umbiegen der 
\ktivitéts-p.-Kurve, Umkehrung der optischen Orientierung der 
Esterasen) dem Versténdnis naher zu bringen. 


Zusammenfassung. 

Alle fermentkinetischen Beziehungen, die auf der Grundlage des 
Massenwirkungsgesetzes von Michaelis und Menten abgeleitet wurden, 
lassen sich auch aus den Grundvorstellungen der Langmuirschen 
Adsorptionstheorie herleiten. Diese Méglichkeit beruht auf der formalen 
Gleichheit der beiden Auffassungen. 

Das Absinken der Umsatzgeschwindigkeiten von Spaltungen bei 
hohen Substratkonzentrationen wird als Folge einer Wasserverdringung 
aus der reagierenden Oberflache aufgefaBt. 

Die Umkehrung der optischen Orientierung einiger Esterasen bei 
steigender Substratkonzentration kann unter Zugrundelegung adsorp- 
tiver Verhaltnisse gedeutet werden: 

a) durch verschiedene ,,Empfindlichkeit’’ der beiden diastereo- 
meren Ferment-Substratverbindungen gegeniiber der Abnahme der 
Wasserkonzentration in der Reaktionsschicht ; 

b) durch Verschtiebung des Verhaltnisse der beiden an der Reaktion 
beteiligten Antipoden mit der Anderung der Substratkonzentration. 
Die Méglichkeit einer solchen Verschiebung wird gezeigt an Versuchen 
iiber gleichzeitige Adsorption von Aceton und Essigsiure an Kohle. 
Ferner wird auf ahnliche Beobachtungen von Michaelis und Menten 
hingewiesen ; 

c) eventuell durch irreversible Veranderung des Ferments durch 
hche Substratkonzentrationen. 








Weitere Versuche iiber die Beeinflussung der Tumoratmung. 


I. Mitteilung: 
Aminosiuren,. 


Von 


Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitit 


Koln.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1932.) 


Frihere Untersuchungen! hatten gezeigt, daB im Gegensatz zum 
Herz-, Nieren- und Lebergewebe normaler Tiere, und dem von Tumor- 
Ratten und 'Tumormausen die Atmung von Tumorgewebe selbst (Jensen 
Sarkom der Ratte, Ehrlichsches Mausecarcinom) durch Salze und 
Aminosauren, sowie die als Omega bezeichnete Oxydationsstufe des 
Adrenalins unter den verwendeten Versuchsbedingungen nicht merklich 
gesteigert wird. Von Aminoséuren wurden bei den ersten Versuchen 
nur Glykokoll und Alanin untersucht und diese unwirksam gefunden 

Neuerdings habe ich iiber die Beeinflussung der Atmung von 
Retinagewebe berichtet®, und zeigen kénnen, daB dieses Gewebe 
welches nach den Untersuchungen O. Warburgs und seiner Schule® 


beziiglich des Stoffwechsels gewisse Ahnlichkeiten mit Tumorgewebe 
hat, sich beziiglich der Beeinflussung seiner Atmung durch Amino- 


siuren ganz anders verhalt als Tumorgewebe. Die Atmung der Retina 
wird im Gegensatz zu der von Tumorgewebe durch Alanin und Glykokol! 
deutlich gesteigert. 

Immerhin fiel bei der Retina ein Unterschied gegeniiber der 
Atmungsbeeinflussung von Nierengewebe durch Aminosduren auf 
Wahrend naimlich bei diesem «-Alanin und Phenylalanin von allen 
bisher untersuchten Aminosiuren am _ starksten atmungssteigernd 


1 Diese Zeitschr. 287, 226, 1931: Miinch. med. Wochenschr. 1931 
S. 1254. 

2 Diese Zeitschr. 244, 459, 1932. 

3 Ebendaselbst 152, 333. 1924: 189, 56, 1927 u.a.O. 
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wirken, Serin und Valin aber viel schwacher, ist es bei Retinagewebe 
gerade das Serin, das die Atmung am starksten steigert, und auch 
Valin und Sarkosin wirken in dieser Hinsicht bei Retinagewebe be- 
sonders deutlich. 

Diese Ergebnisse veranlaBten die Untersuchungen, tiber die die 
vorliegende Mitteilung berichtet, und die zum Zweck hatten, zu er- 
mitteln, ob sich vielleicht durch die bei der Retina am starksten wirk- 
samen Aminosiuren die Tumoratmung doch im Sinne einer Steigerung 
beeinflussen lie’, womit eine neue Ahnlichkeit im Stoffwechselverhalten 
von Tumorgewebe und Retina aufgedeckt werden kénnte. 


+ 
Methodik. 


Die Versuche sind durchwegs am Jensen-Sarkom der Ratte, und zwar 
an den Tumoren von 14 Versuchstieren ausgefiihrt worden. Am geeignetsten 
fiir die Versuche erwiesen sich noch junge Tumoren von etwa WallnuB- 
groBe, die 2 bis 3 Wochen nach der Impfung entnommen wurden', und 
teils unmittelbar nach der Entnahme, teils nach langerem Lagern in Ringer- 
losung auf Eis (gealtert) verwendet wurden. Solche wallnuBgroBe Tumoren 
zeigten im allgemeinen eine gréBere Atmung (die sich auch beim Altern 
des Gewebes gut erhielt) als Tumoren, die schon sehr groB geworden waren. 
Im iibrigen sind die bei 37° durchgefiihrten Versuche mit der Warburgschen 
Methode genau in der gleichen Weise durchgefiihrt worden, die in friiheren 
Mitteilungen eingehend beschrieben ist. Das px der Nahrlésungen war 
stets 7,4. 

Die Mitarbeit der technischen Assistentin Frau FE. Striebeck war mir 
auch bei Durchfiihrung dieser Arbeit eine wertvolle Hilfe. 


Dem Verein der Freunde und Foérderer der Universitat K6ln bin ich 
fiir die Unterstiitzung der Durchfiihrung der vorliegenden Untersuchungen 
aufrichtigen Dank schuldig. 


Versuchsergebnisse. 

Uber die Versuchsergebnisse belehren die folgenden ‘Tabellen. 

Die Tabelle I, I] und V lehrt, dab weder das an Nierengewebe 
so Stark wirksame Phenylalanin, noch das an der Retina deutlich wirk- 
same Sarkosin auf frisches oder auf gealtertes Sarkomgewebe atmungs- 
steigernd einwirkt. Auch die Phenylaminoessigsiure wurde in fiinf 
Versuchsreihen bei drei Tumoren gepriift. In keinem Falle zeigte sich 
eine atmungssteigernde Wirkung am Tumorgewebe, wohl aber an dem 
zur Kontrolle untersuchten Nierengewebe des gleichen Tieres (Ratte 


Nr. 12). 


1 Es wurden stets erwachsenen Ratten subcutan je 2 cem Sarkombrei- 
aufschwemmung in Ringerlésung injiziert. Da8 manche Tiere sich gegen 
diese Sarkomimpfung renitent erweisen. ist bekannt. Wiederholt konnte 
ich jedoch beobachten, daB bei solchen Tieren bei einer zweiten nach 
mehreren Wochen vorgenommenen Impfung der Tumor sehr gut anging. 
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Tabelle I. 


Wirkung von Sarkosin auf die Atmung von Sarkomgewebe und Nier 
gewebe des gleichen Tieres in Ringerlésung. 





Vo, in NR + Sarkosin 
Vor- Vo. folgender Konzentration 


Org: 
= behandlung in NR 


m/50 m/100 > m,200) mi 


Tumor-Ratte Nr.3 Tumor 27" in NR 


Tumor-Ratte Nr.4 Tumor frisch 
1“ in NR 
28h . NR 
Niere 245 . NR 
Tumor-Ratte Nr. 5 Tumor frisch 
14 in NR 
Niere 4) , 
Tumor 264 
71 
72h 
Niere 70! 
71h 


Tumor-Ratte Nr.6 Tumor) 2 


Tumor-Ratte Nr.7 Tumor 1% 


4h 


Niere 3h 


Tabelle 11. 


Wirkung von Phenylaminoessigsiure und Phenylalanin 


auf Tumorgewebe. 





Yo, in NR + Phenylamin: 
Organ a Essigs&ure 
& behandlung 


m/50 m/100 m/200 m/500) m/ 100 


Tumor-Ratte Nr.11 Tumor 2" in NR 0 5,8 64 66 61. 65 
— . BR | & . 3,9 3,4 


Tumor-Ratte Nr.12 Tumor 2" . NR 58 6.06 6,1; 5,9) 5,7 


Niere 3 , NR 13,8 13,4 16.1 16,0 


4.1 


Tumor-Ratte Nr.14 Tumor 55 ., NR 3 : 
7 1,3 


1 832 3, 
255 . NR | 1,5 1,15 4 
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Tabelle II. 


(Fortsetzung. ) 











Nie re! 
a itis ans, Q Yo, in Phenylalanin 
behandlung in NR 
osin m 50 m 100 m 200) m/1000 
ation 
ae lumor-Ratte Nr.11 Tumor 1" in NR 7,2 7,3 7,2 6,7 69 7.1 
: 26h NR | 3,7 4,1 3,5 3,7 
fumor-Ratte Nr.12 Tumor 1% NR 6,0 5,9 6.26 61 6,2 6,2 
Niere 35 , NR 13,8134 19,6 18,5 
lfumor-Ratte Nr.14:Tumor 5" , NR 3,1 3,2) 2,7 3.4 
Tabelle Ill. 
P Wirkung von Valin auf Sarkomgewebe und Nierengewebe des gleichen 
»,8 Tieres. 
Yo, in NR + Valin 
Tier Organ Vor- Vo, folgender Konzentration 
behandlung in NR snail 
m/50 m100 m/200 m 500 
Tumor-Ratte Nr.5 Tumor 24 in NR 18 1,5 2,1 | 1,7 | 1,9 | 1,65 
Niere 45 . NR 13,1 12,212,012,512,4518,6 13,6 
Tumor 55 , NR 4.9 4.6 5,0 | 4,7 | 5,1 
265 . NR 49 48 5,3 
Niere 70h . NR 10.8 18,6 
715 . NR 9.8 10,3 14,1 
Tumor-Ratte Nr.6 Tumor 35 . NR 43 4,4 43,43 54)! 6,1 
4h . NR 3,9 4,1 41 49 49 
Niere 275 . NR 90 88 153 15,9 13.0 12,0 
27h . NR 11,9 12,2 16,7 17,9 14.6 
Tumor 265 . NR 44 39 43 42 465 49 
28h | NR 23 2,2 25,35 43 
en Tumor-Ratte Nr.7 Tumor 15 . NR 6.7 69 71 2a 
- 4h . NR 75 7,7 8.6 9,8 
Niere 34 | NR 12,6 12,7 17,9 143 
m/100 lumor-Ratte Nr.8 Tumor 2 . NR 6,8 6,2 7,3 |68 > 6,8 | 7,1 
Niere 35 | NR 12,6 12.6 14,15 17,0 148 15,3 
Tumor 264 . NR 3.5 315 82;34 42) 43 
ara Niere 285 | NR 8.4 9.0 15.6 
Tumor-Ratte Nr.10 Tumor _ frisch 7.66 7,4 7,65 7,8 8,65 80 


1,4 Tumor-Ratte Nr. 12 





Niere 


Tumor 


4hin NR 


Hh 


14,3 14,8 


5.0 5.16 


18.0 


54 54 5.6 6.0 
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Tabelle IV. 


Wirkung von Serin auf Sarkomgewebe und Nierengewebe des gleich 
Tieres. 





Yo, in NR + Serin 
Vor- folgender K ontrs 
bo = gender Konzentration 
Organ behandlung } a 
m/50 m/100 m200) m5 


Tumor-Ratte Nr.3 Tumor 29% in NR | 3,6 4,0 
30h . NR 2.6 23 


ne 
© or 
09 
| em) 


— 


3h 


I 
4h NI 
Q7h , NI 

I 


5,6 
mi) 


Tumor-Ratte Nr.4 Tumor 


oom Or 
“1 ® bo 
~“ICrTor 
= + or 


Raed 
or 
mw 


t 


~ 
be 
nar 
Nan 
os 
an 
cr 
~ 


Niere 25h . ) 
Tumor-Ratte Nr.5 Tumor frisch 6,0 5,6 
3h in NR 58 63 
Niere 4h N 13,1 12,5 
4h .N 12,0 12,2 
Tumor 26h 4.9 4.8 
27h 1,4 


coon SIS 
“0%, sm ey 


— 


Tumor 715 1,75 


2 2,1 
72h N 1,4 
Niere 70% , N 10,8 

7", B 9,8 10,3 


ow NN ee 
S hws 


_— pt 
— 


Tumor-Ratte Nr.6 Tumor frisch 5,0 4,8 4,6 
4,8 


11,4 
4,3 
3,9 
3,8 
2,8 

15,4 

15,0 


POO TO ee 
oOo, ~1 Fs 


+. 


a 


Niere 15 in 


— 
= 


Tumor 4h 
5h 

93h 

24h 

Niere 24h 
25h 


ZA ZAIALAA 
Sr wih 

_— 

yo be 

i oC o*< 


Tumor-Ratte Nr.7 |Tumor frisch ‘sf , 6,9 
3h in NR i y 7.6 


Tumor 245 , NR 3,5 3, 4,2 


o oes) 


2 4.5 4.5 


-~ II 


Tumor-Ratte Nr.8 Tumor frisch 72 Fa ,0! 7,05, 7,8 7,5 
Niere 1h . NR 13,614,0 152 16,7 16,46 16,8 
Tumor 255 . NR 86 3,2 4,3 3.6 3,75 


Niere 298 . NR 84 9,0 12,05 | 10,8 


Tumor-Ratte Nr.10)'Tumor 18 , N 4,5 4,6 
Niere 4" . NR 14,3148 
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Tabelle LIL zeigt Versuche mit Valin. Es wurden 13 Versuchsreihen 
aim Tumor und 9 Versuchsreihen an Niere von sechs Tumorratten aus- 
geluhrt (erganzend siehe auch noch Tabelle V). Samtliche neun Versuchs- 
reihen an Niere zeigen, dab die Atmung durch Valin gesteigert wird'. 
Die Steigerung betrug etwa 35 bis 80°, der Ausgangsatmung des 
Nierengewebes in valinfreier Ringerl6sung. Die optimale Valinkonzen- 
tration war m/100 bis m,200. Von den 13 Tumorversuchsreihen zeigen 
zehn keine Atmungssteigerung, die so gro ware, da} sie die methodischen 
Febler zweifellos iberstiege, aber in drei Versuchsreihen ist die Atmung 
des Tumorgewebes bei Valinzusatz deutlich héher als ohne diesen. 
Zwei Versuche betreffen Ratte Nr. 6 (gealtertes Material mit kleiner 
Atmung), doch war bei zwei Versuchsreihen desselben Materials auch 
keine Atmungssteigerung zu beobachten, der dritte Fall positiver 
Valinwirkung betrifft das 4 Stunden alte Material von Tumorratte Nr. 7. 
Das Wirkungsoptimum war bei m/100 bis m/200 Valinkonzentration. 

Auf Grund dieser Erfahrungen und im Hinblick auf die Wirkungs- 
losigkeit von Glykokoll, Alanin, Phenylalanin und Sarkosin kann somit 
nur vermutet werden, daB Valin gelegentlich, aber selten die Atmung 
gealterten Sarkomgewebes etwas steigern kann. Etwas eindeutiger sind 
die Ergebnisse mit Serin, die Tabelle IV darstellt. 

Es wurden 23 Versuchsreihen an Tumor und 1] Versuchsreihen 
an Niere von sechs Sarkomratten ausgefiuhrt. Zehn von den elf Nieren- 
versuchsreihen ergaben eine sichere Atmungssteigerung durch Serin 
im AusmaB von 10 bis 50°,. Das Optimum der Serinkonzentration 
war m/50 bis m/100. 

Unter den 23 Tumorversuchsreihen lassen acht eine zweifellose 
Steigerung der Gewebsatmung erkennen. Auber bei Ratte Nr. 5 handelt 
es sich stets um gealtertes Gewebe. Die Atmungssteigerung betriagt 
15 bis 25°. Nur bei Ratte Nr. 10 etwa 40°, und bei Ratte Nr. 5 
(72 Stunden alt) 50°,. Doch war im letzteren Falle die Atmung sehr 
klein, wodurch die methodische Fehlergrenze vergréBert wird, und es 
war hier nur en NR-Wert bestimmt worden. Das Optimum der wirk- 
samen Serinkonzentration war m/50 bis m 200. 

Somit lassen die Serinversuche den SchluB zu, daB Tumorgewebe 
in manchen Fallen (ein Drittel der Versuchsreihen) in seiner Atmung 
durch Serin geférdert wird, daB diese Férderung aber, wenn vorhanden, 
in der Regel 25°, der Atmung in NR auch bei gealtertem Tumorgewebe 
nicht tibersteigt. 

Bedenkt man jedoch, daB keine andere der untersuchten Amino- 
siuren bisher eine zwetfellose Atmungssteigerung bei Tumorgewebe 


1 Grundsatzlich das gleiche wurde bereits in dieser Zeitschr. 244, 451, 
1932 an Nieren gesunder Tiere festgestellt. 
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hervorrief, so ist es immerhin auffallig, daB die einzige in diesem Sinic 
wirksame Aminosdure das am Retinagewebe die Atmung am inten- 
sivsten steigernde Serin ist, und nicht das an Nierengewebe der Ratte 
maximal wirksame Alanin und Phenylalanin. 

Tabelle V bringt 22 Versuchsreihen an Tumor- und 14 Versuchis. 
reihen an Nierengewebe von sechs Tumor-Ratten, die als Kontrolle 
ausgefiihrt wurden, um die eventuelle Veranderung des Materials in 
der Zeit zwischen zwei Versuchsreihen auszuschalten. In Tabelle \ 
entsprechen die Zahlen einer Querreihe immer einer einzigen Versuclis. 
serie, bei der von den verschiedenen Aminosauren gleichzeitig in den 
einzelnen Proben immer nur die nach der Erfahrung friiherer Versuch 
wirksamsten Konzentrationen angewendet wurden. 


In Ubereinstimmung mit Tabellen I bis IV zeigt Tabelle V, dai 
Valin und Serin die einzigen der angewendeten natirlichen Amino- 
sduren sind, die gelegentlich (aber durchaus nicht immer), Tumorgewebe 
atmungssteigernd beeinflussen. Man sieht aus der Tabelle auch neuer- 
dings die in einer friheren Mitteilung festgestellte véllige Unbeeinflub- 
barkeit der Atmung des Sarkomgewebes durch Alanin sowie durch 
Phenylalanin. 

Sehr eindrucksvoll ist in dieser Hinsicht der Versuch mit Tumor-Ratte 
Nr. 8 in Tabelle V. Die Atmung des 25 Stunden alten Sarkomgewebes 


wird durch Alanin nicht, durch Serin und Valin um 25 bis 30°... das 


29 Stunden gealterte Nierengewebe des gleichen Tieres wird durch Alanin 
um etwa 140°, in seiner Atmung gesteigert, durch Serin um etwa 25 
und durch m/50 Valin um etwa 70°. Ahnlich ist das Ergebnis bei Tumor- 


Ratte Nr. 10 usw. 

SchlieBlich habe ich noch die Wirkung von «-Aminobuttersaure 
auf die Atmung von Tumorgewebe untersucht, da diese Aminosaure 
die Atmung von Normalgewebe deutlich steigert!. Es wurden neun 
Versuchsreihen am Tumor- und vier Versuchsreihen am Nierengewebe 
von vier Tumor-Ratten ausgefiihrt. Bei den vier Nierenversuchsreihen 
war die Atmungssteigerung durchwegs deutlich, das Wirkungsoptimum 
lag bei einer Konzentration von m/100, die Atmungssteigerung betrug 
30 bis 130°, der Atmung in zusatzfreier Ringerlésung. Von den neun 
Tumorversuchen zeigten vier keine deutliche oder gar keine Atmungs- 
steigerung, in vier Reihen lieB sich eine solche erkennen. Sie betrug 
20, 20, 25, 40°. Den Versuch 2 bei Tumor-Ratte Nr. 14 méchte ich trotz 
des positiven Ergebnisses (100°) wegen der niedrigen Atemwerte nicht 
als positiv bezeichnen, doch sei besonders auf Tumor-Ratte Nr. 12 ver- 
wiesen, bei der auch die Atmung frisch entnommenen Tumorgewebes 
durch «-Aminobuttersiure um 25°, gesteigert wurde. Auffallend ist 


! Siehe die naichste Mitteilung. diese Zeitschr. 247. 365, 1932. 
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dab beim Tumor die optimal wirksame Konzentration der «-Amino- 
huttersdure nicht wie bei der Niere der gleichen Tiere bei m 100, sondern 
bei etwa m/500 liegt. 

Da Buttersiure selbst, wie in der nachsten Arbeit ausfiihrlich 
uitgeteilt werden wird, einen atmungssteigernden EinfluB auf Nieren- 
yvewebe hat, so wird zurzeit im hiesigen Laboratorium der EinfluB der 
niederen Fettsiuren auf die Tumoratmung eingehend untersucht. 


Hiertiber wird spater berichtet werden. 


Tabelle VI. 
Wirkung von «-Aminobutterséure auf Tumorgewebe und Nierengewebe 
des gleichen Tieres. 





Yo, in NR + e-Aminobuttersiure 


a Vor- ¢ onder K ontri »j 7 
Tier Organ pehandlung noe folgender Konzentration bei Pu 7,4 


m50 m 100 m/200 m 500 m/1000 m/2000 m 5000 


lumor-Ratte Tumor  frisch 7,7 7.57.4 8,2 82 84 
Nr. 11 2hinNR 29 82/34/1391) 40) 42 
Tumor-Ratte Tumor _frisech 6,4 6.3 | 7,22; 80; 76); 64 
Nr. 12 264inNR 4,4 41':48'53 44: 43 
Niere 272. NR 10,1 13,3 12,4 11,6 11,8 10,3 
Tumor 48" . NR 4,4 4,1 41,',52;148 65,1 
Niere 49» . NR 9,0 9,06 148 133 11,1 103 | 
lumor-Ratte Tumor 35 . NR 6,7 63:58 66 68 63 
Nr. 13 30 . NR 1,8 1,7 1B |} 20 1.341 17 
lumor-Ratte Tumor frisch | 3,9 4,8 8.7 |39 141) 45 
Nr14  Niere 4¢inNR 6164 11,0 10,5 86 9,0 
Tumor 245 . NR. 0,6 0.9 0 | 0,96 15; 1,2 
Niere 275, NR 4,8 4,2 10,05; 8,3. 7,5, 7,9 


Vergleichsversuche mit Miausecarcinom. 


In einer friiheren Mitteilung wurde gezeigt, daB sich Mausecarcinom 
grundsatzlich beziiglich der Beeinflussung der Atmung genau so verhielt 
wie Rattensarkom. Zum SchluB dieser Versuche habe ich wiederum 
einige Kontrollversuchsreihen an Ehrlichschem Miausecarcinom vor- 
genommen. 

Es wurden drei Versuchsreihen ausgefiihrt, je eine mit Valin, 
Serin und a-Aminobuttersdure. Die Untersuchung geschah am Vor- 
mittag am Tumor einer in der Nacht verendeten Maus, also an gealtertem 
Material. Valin beeinfluBte die Atmung des Tumors (Qo, des Gewebes 
war etwa 3,0) nicht, Serin steigerte sie um etwa 30%, «-Aminobutter- 
siure um etwa 100%. 


24* 
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Damit bestatigen diese Stichproben an Mausecarcinom véllig dic 
in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Erfahrungen an Jensen. 
Sarkom. 

Zusammenfassung. 

In Erganzung friiherer Versuche wurde festgestellt, daB Jensen 
Sarkomgewebe der Ratte in Ringerlésung von py 7,4 durch Alanin, 
Phenylalanin, Phenylaminoessigsiure und Sarkosin keine merklichc 
Steigerung der Atemgr6Be erfaihrt. 

Durch Serin (m/50 bis m/200) und Valin (m/100 bis m/200) wurde 
bei zwei Drittel der Versuchsreihen an Tumorgewebe ebenfalls keine 
Atmungssteigerung erzielt, in etwa ein Drittel der Versuche aber woh! 
Diese Atmungssteigerung betrug auch bei gealtertem Gewebe in de: 
Regel nur etwa 10 bis 25°, 

Serin ist jene Aminosdure, die auch die Atmung der Retina be- 
sonders deutlich steigert. Das an Retina besonders atmungssteigernd 
wirksame Sarkosin ist aber am Jensen-Sarkomgewebe unwirksam. 

Kine Steigerung der Tumoratmung wurde auch in einem Teil 
(etwa der Halfte!) der mit x-Aminobuttersiure ausgefiihrten Versuche 
erhalten, sie betrug 20 bis 40°,. Auffallenderweise war die optimale 
a-Aminobuttersaurekonzentration beim Tumorgewebe etwa m/500, beim 
Nierengewebe des gleichen Tieres etwa m/100. 

Kinige Versuche, die mit Fhrlichschem Mausecarcinom ausgefiihrt 
wurden, gaben grundsatzlich das gleiche Ergebnis. 

Diese Untersuchungen bestitigen die Erfahrungen der ersten 
Mitteilung, daB der Stoffwechsel des Tumors sich in bestimmter Hinsicht 
von dem des Normalgewebes des gleichen Tieres unterscheidet. 

Tumorgewebe ist besonders torpide gegen atmungssteigernde 
Kingriffe chemischer Art. Die einzigen bisher ermittelten Amino- 
sauren, die die Tumoratmung deutlich steigern, Serin und «-Amino- 
buttersaure, tun dies an normalem Nieren- und Lebergewebe nur in 
geringerem MaBe als das beim Tumorgewebe nicht atmungssteigernde 
Alanin und Phenylalanin. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Aminosiuren. 


V. Mitteilung: 


f-Alanin und «-Aminobuttersiure. 


Von 


Bruno Kisch. 


Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6In.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1932.) 


AnschlieBend an die friher mitgeteilten Untersuchungen! wurde 
die Beeinflussung der Gewebsatmung durch zwei Aminosauren gepruft, 
die normalerweise kaum eine Rolle im Stoffwechsel der Séugetiere 
spielen?. 

Methodik. 

Die Methodik war die gleiche wie in friiheren Arbeiten; die Unter- 
suchungen sind hauptsaéchlich an Nierengewebe und nur vergleichsweise 
auch an Leber und Retina von Ratte. Meerschweinchen, Kaninchen, Katze 
und Rind ausgefiihrt worden. Das px der Nahrlésung betrug stets 7,4, 


die Temperatur 37°C. 
Versuchsergebnisse. 

Zunachst wurde vergleichsweise die Wirkung von f-Alanin und 
z-Alanin gepriift, da letzteres (1. c.) die Gewebsatmung vor allem von 
Nierengewebe besonders stark steigert. 

Tabelle 1 zeigt, daB man auch durch Zufuhr von /-Alanin Steige- 


rungen der Gewebsatmung in der Mehrzah] der Versuche erhalt. Ver- 
gleichsweise sind in Tabelle 1 immer je ein Versuch mit «-Alanin und 
einer mit £-Alanin zusammengestellt, die an verschiedenen Schnitten 
des gleichen Materials unmittelbar nacheinander oder in der gleichen 
Versuchsreihe (identische NR-Werte) am gleichen Material unmittelbar 
nebeneinander ausgefiihrt wurden. 


1 Diese Zeitschr. 288, 351, 1931; 242. 26, 1931; 242, 436, 1931; 244, 
451, 1932; 244, 459, 1932. 

2 Die Ausfiihrung der Arbeit wurde durch die Mitarhbeit der technischen 
Assistentin Frau EF. Striebeck sehr geférdert. 
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Tabelle I. Vergleich der Atmungsbeeinflussung des gleichen Gewebes 
durch «- und durch f-Alanin bei px 7,4. 





— Qo, in NR + Alanin foley 
Vor- Zusatz Qo. Konzentration 


Organ behandlung 


m 100 ™m 200 


Meer- [h N a-Alanin 
schweinchen Qh B- 
Nr. 14 26h . N a- 
18. I. 28h . N 3- 
Leber 29h a- 
2Gh ' B- 
Meer- Niere Frise 
schweinchen 15 j 
Nr. 15 Leber 2h 
9h 
Niere gh 
gh 
97h 
27h » 
Ratte Nr. 4 50h . NR 
52h | NR 
Ratte Nr. 6 1h . NR 
~ . ae 
Ratte Nr. 8 24h im tot. Tier 
1" danach 
Ratte Nr. 9 24h in NR 
24h , NR 
48h . NR 
48h . NR 
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Kaninchen Niere | 23" in NR 
Nr. 30 23h NR 
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50h | NR 
52h . NR 
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Die Atmungssteigerung durch f-Alanin ist in der Regel niedriger 
als die durch «-Alanin. 

Bei Meerschweinchen, Kaninchen und Rinderretina ist der Unter- 
schied in der Wirkung der beiden Alanine nicht sehr grob, auch die 
Wirkung absolut gering (10 bis 40°). Bei Ratte aber, bei der die 
Alaninwirkung, wie schon friiher betont wurde (l.c.), besonders an 
yealtertem Material sehr hochgradig sein kann, ist der Unterschied 
in der Wirkung bei frischem wie bei gealtertem Material besonders 
bei letzterem bei Niere und Leber sehr auffallend, desgleichen bei 
Katzenniere und Katzenleber. Tabelle I] stellt die bei Rattenniere 
und Rattenleber gefundenen Atmungssteigerungen in Prozenten der 
Atmung des Gewebes in alaninfreier Normalringerlésung dar. Ein- 
zelheiten siehe in Tabelle J. 


Tabelle Il. 





| Hichste Steigerung durch 
Organ Gewebsalter Yo. in NR 


e«-Alanin oR 


oe f-Alanin 4 


Katze Nr. 8 Niere h etwa 7 m/50 35 m/100 7 
Leber f 3,2 m/50 80) m/50 — 
Ratte Nr. 6 Niere 11,5 m 50 45) m/100 20 


Tumor-Ratte Nr.11 Niere 10 m/100 80) m/100 35 
Ratte Nr. 8 Niere 2 3,0 m/50 300) m/100 60 
Ratte Nr. 9 Niere 5,6 m/50 300) m/100 40 
Ratte Nr. 9 Niere 2,5 m/50 725) m/50 10 
Ratte Nr. 12 Leber etwa 10 2,6 m/50 55, m/50 7 


Das Optimum der #-Alaninwirkung ist ahnlich wie das der «-Alanin- 
wirkung bei m/50 bis m/100; 6fter war es bei Untersuchungen am 
gleichen Gewebe bei etwas niedrigerer Konzentration als die optimale 
des a-Alanins war. Die bei «-Alanin an Rattenniere so auffallende 
Steigerung der Atmung bei gealtertem (bis 725°.) gegeniiber frischem 
Nierengewebe ist bei f-Alanin nur in viel schwacherem MaBe fest- 
zustellen. Auch an Rattenleber wirkt «-Alanin viel starker atmungs- 
steigernd als f-Alanin (Ratte Nr. 12). 

In Tabelle III sind die Versuche mit «-Aminobuttersdiure zu- 
sammengestellt. Sie zeigen, daB diese Aminosiure an allen unter- 
suchten Organen deutlich atmungssteigernde Wirkungen hat. Die 
optimal wirksame Konzentration liegt bei etwa m/100. Die Wirkung 
ist auch an frischem Material (Meerschweinchen Nr 4) bis 40%, an 
gealtertem héher. Besonders hoch ist sie wieder an Rattengewebe, 
bei gealterter Rattenniere wurden Atmungssteigerungen bis um 400°, 
(Ratte Nr. 8, 9) beobachtet, bei Rattenleber (Ratte Nr. 6) bis 90%. 
Auffallig ist die an der Rinderretina (Rind Nr. 71, 73) wiederholt beob- 





B. Kisch: 


Tabelle III. 


EinfluB von «-Aminobutterséure auf die Gewebsatmung. 





y Vor- 3 i Qo, in NR + a-Aminobuttersiu 
Organ behandlung Q do in NR $$$ —_—_——— 
m/50 m100-)— -m/200 m/500 |) -m/1000 


Meer- Niere Frisch 90 8,5 2! 9,9 9,8 
schweinchen 255 in NR 84 88 Na 10.8 102 

Nr. 14 
18. I. 1932 

Meer- Leber 245 . NR 3,9 3, : 4.2 
schweinchen 

Nr. 15 


Ratte Nr. Niere 50% ., NR 8,4 


n 


»-Vergleich v 


~! 
~I 


Ratte Nr. ! Niere gh . NR 6.7 


— 

ada 

Sor 
Qo 


Ratte Nr. Niere Frisch 14,9 
Leber 26" in NR 2.3 


Ratte Nr. Niere Frisch 14,7 
Leber | 2" in NR 9.0 

245 . NR 7.3 

Niere 26" . NR. 153 


SS OSes 
to Aww 


Ratte Nr. 8 Niere Qh 12 14 15 
Ratte Nr.9 Niere | 49» Y 2,9 3,38 


Kaninchen Niere | 245 . N 89 9,0 
Nr. 30 


Kaninchen Niere 
Nr. 31 


Rind Nr. 66 + Niere 
Rind Nr. 67. Retina 
Rind Nr. Retina 


Rind Nr. Retina . 
Niere 26" in NR 


Rind Nr. Retina 3h alt 
Rind Nr. 76 Retina 26h . 


Tumor-Ratte Niere | 275 in N 


Nr. 12 49h . 


Tumor-Ratte Niere 4h 
Nr. 14 27h 

Tumor-Ratte Niere 4h 
Nr. 14 


Katze Nr. 7 Niere 
3. II. 1932 Leber 
Leber | 
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achtete hohe Steigerung um 80 bis 90°,. Uber die Beeinflussung de: 


Tumoratmung durch a-Aminobuttersiure ist schon in der voran 
gehenden Mitteilung berichtet worden. 

Obwohl erst eine nachste Mitteilung tuber den Kinflub niedere: 
Fettsiuren auf die Gewebsatmung berichten wird, bringt ‘Tabelle 1\ 
eine Anzahl] von Kontrollversuchen, die an Schnitten des gleiche: 
Materials unmittelbar nacheinander, oder in der gleichen Versuchsreihe 
(identische N R-Werte) mit g«-Aminobuttersiure und Buttersaure 
stets bei pu 7,4 ausgefiihrt wurden. 

Die Tabelle LV zeigt eindeutig, daB «-Aminobuttersaure die Gewebs- 
atmung meistens stirker fordert als Butterséure. Das zeigt sich wieder 
besonders deutlich an Rattenleber und Rattenniere (Leber Ratte 
Nr. 6, 7, Niere Ratte 6, 9!!, 11), weniger deutlich bei Rinderretina. 
Sehr deutlich ist der Unterschied auch an der gealterten Katzenleber 
zu sehen. 

Zusammenfassung. | 

f-Alanin und «-Aminobuttersdure steigern die Gewebsatmung bei 
den gewahlten Versuchsbedingungen an Niere, Leber und Retina der 
Versuchstiere. 

Die atmungssteigernde Wirkung von f-Alanin ist wesentlich 
geringer als die von «-Alanin. Das zeigt sich besonders deutlich bei 
gealtertem Rattengewebe. Die atmungssteigernde Wirkung des 
«-Alanins betrug bei gealtertem Nierengewebe der Ratte gelegentlich 
das 70fache der von #-Alanin. 

Butterséure hat ebenfalls eine gewebsatmungssteigernde Wirkung, 
die jedoch in der Regel geringer ist als die der «-Aminobuttersaure. 





0-Chinone als Fermentmodell. 


III. Mitteilung: 


Versuche in alkalischem Medium. 


Von 
Bruno Kiseh und Karl Sehuwirth. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


Koln.) 
(Eingegangen am 25. Februar 1932.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 

In den ersten beiden Mitteilungen! wurde gezeigt, daB eine Spezifitat 
der Wirkung gewisser o-Chinone als Katalysatoren oxydativer Des- 
aminierung gegeniiber bestimmten Aminosauren besteht. Es wurde 
gezeigt, daB die desaminierend-katalytische o-Chinon-,,Wirkgruppe* 
beziiglich des Ausmafes ihrer katalytischen Wirkung von atomaren 
»Hilfsgruppen oder ,,Hemmgruppen des Katalysatormolekiils ab- 
hangt, und daB auch die stark wirksamen Katalysatoren der o-Chinon- 
gruppe (Oxyhydrochinon, Omega) die «-Aminosauregruppe nur dann 
desaminieren kénnen, wenn der iibrige Aufbau des betreffenden A mino- 
séiuremolekiils dies zulaBt. Es wurde aus alledem sowohl fiir das o-Chinon- 
fermentmodell als allgemein fiir spezifische Katalysatorwirkungen und 
Fermentwirkungen geschlossen, daB das Zustandekommen _ ihrer 
Spezifitat von feinen Unterschieden der ,,intramolekularen Energetik* 
der an der Reaktion beteiligten Atomgruppen in besonders hohem 
Grade abhangt. 

Bei all diesen Untersuchungen wurde bisher immer mit einem 
Blick auf biologische Verhaltnisse dafiir gesorgt, daB die untersuchten 


Katalysen in einem sozusagen physiologischen Reaktionsbereich (py 6,9 
bis 8,0) und bei einer Temperatur von 38 bis 40° C sich abspielten, doch 
wurde wiederholt darauf verwiesen, daB die untersuchten Reaktionen 


! Diese Zeitschr. 242, 1, 1931; 244, 440, 1932. 
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in ihrem AusmaB vom py der Lésung weitgehend abhangig sind und div 
bisher festgestellten Ergebnisse immer nur beziiglich eines py de) 
Reaktionsfliissigkeit 6,9 bis 8,0 Geltung haben. Nachfolgend berichte;, 
wir tiber Versuche, bei denen wir in Fortsetzung der ersten beiden 
Mitteilungen die Wirkung der bei py 6,9 bis 8,0 deutlich wirksame) 
o-Chinonkatalysatoren beziiglich ihrer Abhangigkeit vom py innerhal! 
eines Bereichs von py 6,0 bis 12,0 gepriift haben. Altere Angaben iibe: 
ahnliche Versuche mit Adrenalin finden sich nur sparlich bei Edlbache, 
und Kraus! und in eigenen friiheren Mitteilungen. Die nachste, vierte 
Mitteilung berichtet iiber ahnliche Versuche in alkalischem Medium 
mit solchen Brenzkatechinderivaten, die sich in friiheren Versuchs- 
reihen bet py 6,9 bis 8,0 unwirksam als oxydative Desaminatoren von 
Aminosauren erwiesen hatten. 

Die Versuche der vorliegenden Mitteilung behandeln hauptsachlich 
zwei Fragen: 1. Wie beeinfluBt alkalische Reaktion die katalytische 
Glykokolldesaminierung durch das o-Chinonferment modell und 2. wie 
verhalt sich die katalytische Wirksamkeit der gepriiften o-Chinone bei 
verschiedenem py, vor allem beim optimalen py gegen verschiedene 
Aminosauren. Mit der Lésung dieser Fragen soll zunachst nur ein 
notwendiger weiterer Schritt zur Erforschung der Wirkungsweise und 
Kinetik des o-Chinonfermentmodells gemacht werden. 


Methodik. 


Im allgemeinen kann beziiglich der Methodik auf die beiden ersten 
Mitteilungen verwiesen werden. Hinzuzufiigen ware: Um die Neutralisation 
der alkalischen Proben durch die Luftkohlensiure zu vermeiden, wurde 
den hintereinander geschalteten, an die Wasserstrahlpumpe angeschlossenen 
ReaktionsgefiBen eine mit KOH-Lésung gefiillte Waschflasche auBer der 
auch friher gebrauchten Séurewaschflasche vorgeschaltet. Eine Drosselung 
des Luftstromes zur ersten Waschflasche durch Gummischlauch und Klemm- 
schraube macht das bedeutsame Ausmaf der Durchliiftung der einzelnen 
Proben besonders gleichmaBig. 

Als Puffersubstanz wurde das Sérensensche Phosphatgemisch, bei 
hoherer Alkalitaét ein Gemisch von sekundérem Natriumphosphat und 
Natronlauge verwendet. Das pu der Lésungen wurde kolorimetrisch 
bestimmt, und zwar wurden fiir px 6 bis 8 die gebrauchlichen Farbindika- 
toren, bei pu 8 bis 10 Phenolphthalein, bei pu 10 bis 12 Salicylgelb ver- 
wendet °. 


1S. Edlbacher u. I. Kraus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 239, 1928. 

2 B. Kisch u. I. Leibowitz, diese Zeitschr. 220, 370, 1930; B. Kisch. 
ebendaselbst 236, 380, 1931. 

3 Beziiglich der genauen Methodik und Literatur vgl. J. M. Kolthof/. 
Der Gebrauch von Farbenindikatoren, Berlin 1923. Zur Kolorimetrie 
wurde ein uns von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaften 
giitigst zur Verfiigung gestelltes Kolorimeter der Firma Hellige & Co.. 
Freiburg, verwandt. 
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Wie in den friiheren Mitteilungen sei nochmals betont, daB in den 
Versuchen nur die Werte ein und derselben Versuchsreihe miteinander 
uantitativ, die verschiedener Versuchsreihen, wegen der mit den uns zur 
Verfiigung stehenden Mitteln zurzeit noch nicht konstant erhaltbaren 
Durchliiftung nur annihernd vergleichbar sind. Den Tabellen ist deshalb 
zum SchluB der Wert eines einzigen Versuchs bei einem bestimmten px 
beigefligt, dessen Ergebnisse die Wirkung der in den Kurven verglichenen 
Koeffizienten in ein und derselben Versuchsreihe (also quantitativ ver- 
gleichbare Werte) zusammenfaBt. 

Sublimat oder andere Aktivatoren sind bei keinem der hier mitgeteilten 
le rsuche rerwe ndet worde nn. 

Selbstverstandlich iiberzeugten wir uns bei jeder Versuchsreihe durch 
eine oder mehrere Kontrollen, da8 das Substrat bei optimalem py ohne 
Katalysator nicht merklich desaminiert wurde. 

Der Direktion der I. G. Farbenindustrie A.-G. in Elberfeld sind wir 
fiir die Uberlassung eines Quantums reinen Oxyhydrochinons zu besonderem 
Dank verpflichtet. 


Versuchsergebnisse. 
I. Teil. 


Versuche mit Glykokoll bei verschiedenem pu. 


Aus Tabelle la, die einen Teil der Versuche wiedergibt, und tber- 
sichtlicher aus Abb. 1 und 2, sieht man klar den bedeutenden Einflub 
des py auf die oxydativ desaminierende Beeinflussung des Glykokolls 
durch das o-Chinonfermentmodell. Erst die Ausdehnung dés Pu-Be- 


reichs der Versuche von 6 bis 12 ]aBt das Bild ganz klar tiberblicken. 
Abb. 1 gibt die bei einer Versuchsdauer von etwa 20 Stunden, Abb. 2 
die bei einer von etwa 40 Stunden gewonnenen Resultate wieder. Jede 
Versuchsreihe umfaBte eine (in einer Kurvenlinie zusammengefaBte) Reihe 
von Einzelversuchen. In jedem Versuch enthielt ein Ansatz 5cem m/10 
Glykokoll, 10cem Pufferlésung, 2cem m/100 Katalysater und 3 ccm 
destilliertes Wasser. Die Versuchstemperatur betrug 40°, die Durchliiftung 
geschah mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe durch einen kontinuierlichen 
Luftblasenstrom. Neben den Kurven sind in jeder Abbildung ganz rechts 
je zwei Versuche mit gleicher Figurbezeichnung wie in der Kurve eingetragen, 
in denen bei gleichem optimalen pu in ein und derselben Versuchsreihe die 
in den einzelnen Kurven der Abbildung verinderten Koeffizienten in 
Stichproben gleichzeitig (also mit quantitativ vergleichbaren Ergebnissen) 
gepriift wurden. Die Beschriftung der Kurven gibt auch die Versuchs- 
nummer an, so daB genaue Einzelheiten (Versuchszeit, Temperatur usw.) 
im Protokoll dieser Versuche in Tabelle I nachgesehen werden kénnen. 
Zunachst lehren Kurven und Tabellen in Bestatigung der eigenen 
friiheren Angaben, daB die Intensitat der Desaminierung ceteris paribus 
bei Anwendung verschiedener Katalysatoren eine verschieden hoch- 
gradige ist. Neu und eindrucksvoll zeigen aber die Kurven, wie stark 
auch die relative Wirkungsstarke der verschiedenen Brenzkatechin- 
derivate als Fermentmodell vom py des Reaktionsgemisches abhangt. 
Bei py 7,6 wirkt Omega z. B. auf Glykokoll etwa doppelt so stark 
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desaminierend wie Oxyhydrochinon, bei py 9,0 etwa gleich stark, bei 
Pu 11,0 wirkt Oxyhydrochinon etwa doppelt so stark desaminieren:| 
wie Omega auf Glykokoll. 

Das py-Optimum ist, wie man ferner sieht, fiir die verschiedenen 
o-Chinone als Katalysatoren oxydativer Glykokolldesaminierung nicht 
ganz identisch, wenn es auch bei den meisten etwa zwischen py 9,5 
bis 10,5 liegt. 
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Abb. 1. 


Wirkungskurve verschiedener o-Chinone als Katalysatoren oxydativer Glykokolldesaminierung 
im 20-Stunden-Versuch bei verschiedenem Pr 


© = Gxyhydrochinon (Versuch 12). 4 = Adrenalon (Versuch 16). 
x Omega (Versuch 17). A = Dopa (Versuch 15). 

+ = Gallusséure (Versuch 10). - Diithyl (Versuch 241). 
@ = Brenzkatechin (Versuch 9). 


Die in Abb. 1 und 2 dargestellte Wirkungskurve der glykokoll- 
desaminierenden o-Chinone |aBt zweifellos erkennen, daB sie der Aus- 
druck zweier verschiedener Vorginge ist: 1. Der der Einwirkung des 
pu auf den Chemismus der katalytischen Glykokolldesaminierung, 2. der 
der Einwirkung des py auf die chemischen Verdnderungen der Katalysator- 
muttersubstanz und der Katalysatorsubstanz und damit auf die im Ansatz 
vorhandene wirksame Katalysatormenge. 


Der erstere Vorgang verliuft, wie friiher gezeigt wurde, um so 
intensiver (reichlichere NH,-Ausbeute), je besser die Durchliftung 
und je gréBer (innerhalb der beobachteten Grenzen) das py ist. Aber 
alkalische Reaktion und O,-Zufuhr verandern auch den Katalysator, 
wandeln, wie schon in den ersten Mitteilungen tuber diese Frage betont 
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wurde, z. B. das katalytisch hochwirksame rote Omega in eine kata- 
lytisch unwirksame gelbe Oxydations- und Polymerisationsstufe? des 
Adrenalins um, wodurch zunachst in dem zwischen py 6,0 und etwa 8,0 
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Abb. 2. 
Wirkungskurve verschiedener 0-Chinone als Katalysatoren oxydativer Glykokolldesaminierung 
im 40-Stunden-Versuch bei verschiedenem pq- 
4a = Adrenalon (Versuch 24). 
Dopa (Versuch 248). 
= Di&thyl (Versuch 13). 


) = Oxyhydrochinon (Versuch 237). 
== Gallussiure (Versuch 243). A: 
= Omega (Versuch 21). 


= Brenzkatechin (Versuch 240). 


liegenden Kurventeil die Katalysatormenge fortschreitend vorwiegend 
leichter gebildet, von da ab aber fortschreitend vorwiegend vermindert 
wird, so daB die NH,-Ausbeute der Ansitze schlieBlich gleich Null 
wird. Ist diese Beurteilung des Kurvenverlaufs in Abb. 1 und 2 richtig, 


1 Diese Zeitschr. 220, 84, 1930. 
2 Das Gelbwerden von Omega tritt auch bei Abwesenheit von freiem 
Sauerstoff in evakuierten, luftdicht verschlossenen GefaBen ein (Kisch). 
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so mu die Lage des Wirkungsoptimums der Kurve sowoh! von de; 
katalytischen Wirksamkeit des Katalysators unter EinfluB des p, 
als von der Intensitat seiner Bildung aus der Katalysatormuttersubstanz 
einerseits und von seiner chemischen Umwandelbarkeit in unwirksany 
Produkte durch OH-lonen und O,-Kinflu®B andererseits abhaingen. 

Von den untersuchten Katalysatoren ist nun Omega besonders 
leicht, Oxyhydrochinon schwerer durch Einwirkung von Sauerstof{ 
und alkalische Reaktion in ein katalytisch unwirksames Produkt 
umzuwandeln. Die Steigerung der Katalysatorwirkungen = durch 
steigende Alkaleszenz der Lésung wird daher bei Adrenalin schon bei 
einem py von etwa 9,5 sehr stark durch die Abnahme der wirksamen 
Katalysatormenge paralysiert. Man sieht auch, daf die Omegaansitze 
mit py = 9,5 fast augenblicklich gelb werden, waihrend Omega rot ist 
Anders das Oxyhydrochinon. Seine Wirkungskurve steigt, von py 8.0 
bis 9,0 rapid an und erreicht ihr Maximum erst etwa bei py = 11.0 
Bei diesem py ist die katalytische Wirkung des Oxyhydrochinons so 
stark, daB wir gelegentlich bis 70°, der optimal méglichen Ausbeute an 
Ammoniak bei der Glykokolldesaminierung erhalten haben. 

Auch ein Vergleich von Abb. 1 und 2 bestatigt unsere Ansicht 
iiber das Zustandekommen der dargestellten Kurven. Je langer der 
Versuch ausgedehnt wird, desto mehr Katalysator wird allmahlich 
unwirksam werden. Bei py 10 z. B. wird der Unterschied zwischen 
der NHg,-Ausbeute bei Omega und Oxyhydrochinon um so gréber 
werden miussen, je langer der Versuch innerhalb gewisser Grenzen 
dauert, da Omega bei py 10 viel schneller zerstért wird als der wirksame 
Oxyhydrochinonkatalysator, und dies ist bei einem Vergleich der beiden 
Kurven in der Tat ohne weiteres aus Abb. 1 und 2 zu ersehen. Den- 
selben Grund hat es zweifellos, wenn die Ausbeute beim Katalysator 
Brenzkatechin bei py = 10 im 48-Stundenversuch etwas hoher, im 
24-Stundenversuch deutlich niedriger ist als bei Anwendung von Omega 
als Katalysator (s. Abb. 1 und 2). Fiir solche quantitative Auswertungen 
sind natiirlich nur die zu Ende der Abbildungen eingetragenen Versuch: 
mit verschiedenen Katalysatoren ein und derselben Versuchsrethe ein- 
deutig zu verwenden. 

Noch eine Erfahrung spricht in dem gleichen Sinne. Omega, und 
ahnliches gilt wohl auch von anderen o-Chinonkatalysatoren, wird 
durch Oxydation und unter Einwirkung alkalischer Reaktion schnell 
in eine katalytisch unwirksame Substanz verwandelt. Beide diese 
Koeffizienten der Katalysatorinaktivierung wirken synergistisch, und 
das erklart uns die Tatsache, da8 ceteris paribus das pqg-Optimum der 
Omegakatalyse oxydativer Glykokolldesaminierung in um so alkali- 
scherem Medium liegt, je schlechter die Durchliiftung der Proben ist 
Freilich kommt hierbei als dritter die Kurve gestaltender Faktor noch 





aie 
\usl 
|.ini 
Dur 


aure 


cetel 
steil 
schle 


dure 
reich 


liegt 
Nata 
Inal 
die. | 
sche 
und 
losui 
zuful 
schie 
Med 
beute 
betra 





o-Chinone als Fermentmodell. ITI. 379 


die Abhangigkeit der katalytischen Glykokolldesaminierung vom 
\usmaB der Durchliiftung der ReaktionsgefiBe hinzu, der in erster 
Linie es bedingt, daf die Kurve um so steiler ansteigt, je besser die 
Durchliiftung ist. 

Abb. 3 zeigt jedenfalls an einigen mit Absicht verschieden stark 
durch]iifteten Versuchsreihen, daB die oxydative Glykokolldesa minierung 
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Abb. 3 
KintluB der Durchliiftang auf 
das py-Optimum der Omega- 


bal 


katalyse oxydativer Glykokoll- 

desaminierung. Ansitze sonst 

genau gleich, wie fiir Abb. 1 
und 2 beschrieben. 


& 


com "Y¥50 HC 
* 


Versuch 32. 

¢ Versuch 25la. 
Versuch 14. 
Versuch 251. 

A Versuch 250. 

(Siehe Tabelle Ib.) 
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ceteris paribus bei verbesserter Durchliiftung (bessere N H,-Ausbeuten, 
steilerer Kurvenanstieg) ihr Maximum bei niedrigerem py hat als bei 
schlechter Durchliftung. 


Zusammentassung der Ergebnisse des ersten Teiles. 

Das Studium der Katalyse oxydativer Glykokolldesaminierung 
durch Brenzkatechinderivate ergibt bei Beriicksichtigung eines py-Be- 
reiches von 6 bis 12 folgendes: 

Das Optimum der py-Wirkung, gemessen an der NH,-A usbeute, 
liegt etwa zwischen py 9 und 11. Im besonderen ist es abhdngig von der 
Natur des Katalysators und der Abhangigkeit seiner Bildung und seiner 
Inaktivierung von dem steigenden py der Lésung. In diesem Sinne ist 
die Wirkungskurve das Produkt einerseits der Beeinflussung des katal yti- 
schen Desaminierungsprozesses durch das py, andererseits der Bildung 
und der Inaktivierung des Katalysators durch das steigende py der Versuchs- 
losung. Der letztere Vorgang hangt auch von der Starke der Sauerstoff- 
zufuhr ab, so dap bei Verwendung des gleichen Katalysators und ver- 
schieden starker Durchliftung das py-Optimum in um so alkalischerem 
Medium liegt (Abb. 3), je schwdcher die Durchliiftung ist. Die N Hy-Aus- 
beute bei oxydativer Desaminierung des Glykokolls durch Oxyhydrochinon 
betrug bis 70°, der optimal méglichen. 
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Il. Teil. 


Versuche mit verschiedenen Aminosduren als Substrat. 


Auf Grund der eben mitgeteilten Erfahrungen wurden die Versuche 


in alkalischerem Medium auch auf andere Aminosduren ausgedelhnt, 
denn es schien durchaus méglich, daB vor allem das so stark wirksany 
Oxyhydrochinon in alkalischem Medium noch solche Aminosiiuren 
desaminieren kann, die bei einem py 6 bis 8 nicht desaminiert werden 


Die Ergebnisse dieser Versuche waren folgende: x-Alanin wird 
von keinem der verwendeten Brenzkatechinderivate (Brenzkatechin, 
Oxyhydrochinon, Adrenalin, Gallussiure, Diathylaminoacetobrenz- 
katechin, Dioxyphenylalanin) im py-Bereich von 6 bis 12 merklich des. 
aminiert. Da simtliche Versuche ein negatives Ergebnis zeitigten, 
sehen wir von einer Wiedergabe der Versuchsprotokolle hier ab. Einzelne 
Kurven bringt Abb. 6*. 














Fm ' | 
/ \ Abb. 4. 
5 ¥y t \ t t | Katalyse der oxydativen 
Ps \ 9 Desaminierung des Serins bei ver 
P | Fi es j schiedenem pq. 
8 / \ | Ansiitze wie bei den Versuchen der 
BS / \ | Abb. 1 und 2. 
si ai a | C Oxyhydrochinon (Versuch 36) 
E / om \ " + = Gallusséure (Versnch 38). 
‘, f. lf i \ | xX = Omega (Versuch 36). 
f° Pp +™ x @ = Brenzkatechin (Versuch 38). 
F. | e A Adrenalon (Versuch 37). 
° + == Diathyl (Versuch 37). 
4 ¢ A Dopa. 
104 14 Ry 
16 Stunden 


Keine merkliche Desaminierung war durch irgendeinen der an- 
gewandten Katalysatoren bei pa 6 bis 12 zu erzielen bei «-Amino- 
buttersdure!, Valin und Isoleucin?. Das besagt, daB jene Aminosauren, 
bei denen auch die wirksamsten Stoffe des o-Chinonferment modells bei 
pu 6 bis 8 vollig unwirksam waren, der Katalyse oxydativer Desaminie- 
rung durch diese Stoffe auch bei py 8 bis 12 unzuginglich waren. 


* Da in dieser Arbeit ohne Sublimatzusatz gearbeitet wurde, konnte 
daran gedacht werden, daB Spuren von Ammoniakbildung, die bei solchen 
Versuchen gelegentlich beobachtet wurden, mit Bakterienwirkung zusammen- 
haingen. Dies ist aber bei der relativ starken Alkalitat der Ansatze nicht 
wahrscheinlich. 
a-Aminobutterséure wurde in Spuren von Gallusséiure desaminiert 
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\uch Pp-Alanin? wurde durch keinen der verwandten Katalysatoren 
merklich desaminiert. Die Untersuchung des Serins jedoch ergab in 
Erweiterung und Bestatigung der Untersuchungen der zweiten Mit- 
teilung, daB Serin im Gegensatz zum Alanin deutlich, wenn auch 
nicht ganz so stark wie Glykokoll, unter dem EinfluB des o-Chinon- 
fermentmodells desaminiert wird. 

Man ersieht aus Tabelle I] und Abb. 4, daB bei pu 9 bis 12 die 
einzelnen verwendeten Brenzkatechinderivate beim Serin die Des- 
aminierung ahnlich beférdern wie beim Glykokoll; nur fallt, wie auch 
schon in der zweiten Mitteilung ausdriicklich betont wurde, im Gegen- 
satz zum Glykokoll auf, daB auch bei py 7 bis 9 das Oxyhydrochinon 
und nicht das Adrenalin der starkst wirksame Katalysator der oxy- 
dativen Serindesaminierung ist. 
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Wirkungskurve der Katalyse der oxydativen Desaminierung von Leucin und Isoleucin durch 
Oxyhydrochinon und Omega bei verschiedenem Pu: 


>» = Oxyhydrochinon (Versuch 40)) 
= Omega (Versuch 41)! 
= Oxyhydrochinon (Versuch 40) I 
ali ; eucin. 
Omega (Versuch 41)! 


Isoleucin. 


Weitere Versuche wurden vergleichsweise am Leucin und Isoleucin 
ausgefiihrt. Ein Vergleich dieser beiden Stoffe schien deshalb interessant, 
weil (vgl. zweite Mitteilung) das Isoleucin bei py 6 bis 8 gar nicht, 
Leucin aber deutlich vom o-Chinonfermentmodell desaminiert wird, 
jedoch in wesentlich geringerem AusmaB als Glykokoll und Serin. 
Tabelle III zeigt die volle bestatigung dieser Angaben und ihrer Er- 
weiterung, indem bei hGherem py und langerer Versuchsdauer die Leucin- 
spaltung immerhin Werte von 6°, der méglichen Ausbeute erreicht, 
wahrend Isoleucin nicht merklich beeinfluBt wird. Um bei den ge- 
ringen NH,-Werten Fehler durch ungleiche Durchliiftung der Ansatze 
zu vermeiden, haben wir immer je einen korrespondierenden Versuch 
(gleiche Protokollnummer) mit Leucin und Isoleucin mit dem gleichen 
Katalysator in ein und derselben Versuchsreihe, also bei ganz gleicher 
Durchliiftung ausgefiihrt. Das fiir Omega und Oxyhydrochinon er- 
haltene Versuchsergebnis zeigt Abb. 5. 


1 Als reines Praparat von der Firma Dr. Schuchardt-Gérlitz bezogen. 
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Die Desaminierung des Leucins ist nicht sehr hochgradig, abe: 
besonders bei Oxyhydrochinon, doch sehr deutlich und betriagt iibe: 
5°, der méglichen Ausbeute. Bei Isoleucin war keine die Fehlergrenz: 











sicher tibersteigende Ausbeute zu erhalten. Auch in dieser Hinsicht 
sind also die vorliegenden Versuche eine bestatigende Erweiterung de: 
zweiten Mitteilung, indem sie die hochgradige Spezifitat des o-Chinon. ran 
fermentmodells zeigen. z}a 
| aI 
| = 
| ~ S 
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Abb. 6. 51 ¢ 
Oxyhydrochinon als Katalysator oxydativer Desaminierung bei verschiedenem py in seiner ~_is 
Wirkung auf verschiedene Aminoséuren, A = 
. -4 
© = Glykokoll (Versuch 12). < = a-Alanin (Versuch 27). b. 
# = Serin (Versuch 36). 4A = 3-Alanin (Versuch 31). 3 
@ = Leucin (Versuch 40). + = Valin (Versuch 44). = 
A = Isoleucin (Versuch 40). } a-Aminobuttersiure (Versuch 44). < 
. . . r . , . re ~ 
Abb. 6 gibt in einer Kurve einen Vergleich der Wirkung von Oxy- “ 
hydrochinon auf die verschiedenen gepriiften Aminoséuren, zum Sig 
SchluB der Kurve ist das Ergebnis zweier Versuche eingetragen, bei 3 ie 
: ° y . : ~ S 
denen in der gleichen Versuchsreihe bei pq = 10,0 und 10,5 Oxyhydro- ‘ 
chinon in seiner Wirkung auf alle untersuchten Aminosduren gleich- E 
zeitig geprift wurde. 
In der zweiten Mitteilung (1. c. Tabelle IIL) wurde fiir ein py- Bereich 
von 6 bis 8 tabellenmabig die katalytische Wirkung der einzelnen 
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Bb. Kiseh u. K. Schuwirth: 


Tabelle IV. 


Giltig fiir PH 9 bis 10,5. 





Substrat 


Glykokoll 


grenz- Oxyhydro- : 18 s- 
Brenz xyhydro Adrenalin Adrenalon Gallus 


: : ees : 
katechin chinon siiure Dopa  Disithy 








++ (+444) +4++4+ ae +++ + + 
a-Alanin 0 t 0 0 0 0 0 
@-Alanin 0 0 0 0 0 
Serin Se ee +++ 4- + ++ + 0 
a-Aminobuttersaure 0 } 0 0 0 0 0 
Valin 0 0) 0 0 0 0 0 
Leucin . : + 
Isoleucin 0 0 0 0 

Tabelle V. 
Giiltig fiir pau = 11. 

Substrat Rem — Adrenalin Adrenalon — Dopa_ Diiithy! 
Glykokoll ++ |++++) + ++ +++] + + 
a-Alanin 0 0 0 0 0 0 0 
8-Alanin 0 0 0 0 0 
Serin ee er oe + +++ + + + t t 
a-Aminobuttersaure 0 0 0 0 a) 0 0 
Valin ; 0 0 0 0 0 0 0 
Te eee 0 - 0 t 
Isoleucin 0 0 0 0 

Tabelle VI. 
Giltig fiir pa = 7 bis 8. 

Substrat Reser wae Adrenalin Adrenalon — Dopa  Diathy! 
Glykokoll . . . + ++ | +++ + + 0 t 
a-Alanin .... 0 0 0 0 0 0 0 
Serin ee aed : t 0 = t 0 
a-Aminobuttersaiure 0 0 0 0 0 0 0 
Valin 0 0 0 0 0 0 0) 
Leucin. .. 0 0 0 0 
Isoleucin 0 0 0 0 


In Tabelle IV 


bis VI bedeuten die Zeichen das AusmaB der Des- 


aminierung, natiirlich nur bei gleicher Versuchsanordnung. Es bezeichnet 
0 = Spuren bis 0,4 eem Verbrauch der n/50 Salzsiurevorlage, + = 2 bis 5”, 


der maximal méglichen N H,-Ausbeute, + = 5 bis 10°,, ++ 


10 bis 20°, 


+++ = 20 bis 40°, ++++ = 40 bis 75°,. Als Werte sind die héchsten 
gewonnenen Werte eingesetzt. 
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renzkatechinderivate auf die verschiedenen Aminosiuren zusammen- 
gestellt. 

Das Ergebnis wird etwas anders, wenn man py 8 bis 12 beriick- 
sichtigt. Tabelle LV bringt die Resultate bei px 9 bis 10, also einem 
Bereich, bei dem auch das leicht zerstérbare Omega noch optimal 
wirkt. Tabelle V bringt das Resultat bei py 11, wobei die Zerstérung 
des Katalysators bei den meisten verwendeten Brenzkatechinderivaten 
schon sehr ins Gewicht fallt. Tabelle V1 schlieBlich bringt die neuen 
Ergebnisse bei py 7 bis 8, die sich durchaus mit den Erfahrungen der 
zweiten Mitteilung decken und hier zum Vergleich nur mit einheitlicher 
Bezeichnung wie bei Tabelle [IV und V gebracht werden. 

Die ‘Tabellen IV bis VI sollen nur einen Vergleich der relativen 
Wirksamkeit der verschiedenen Katalysatoren auf verschiedene Sub- 
strate ermoéglichen, zur absoluten Festlegung waren gleiche Versuchs- 
bedingungen nétig gewesen, wie sie bei den Versuchen jeder einzelnen 
unserer Kurven und in den zusammenfassenden Versuchen zum SchluB 
unserer Kurven vorlagen. Auch waren bei Durchleitung reinen Sauer- 
stoffs vermutlich noch bessere Ausbeuten zu erhalten. 

Versuche dieser Art und vor allem der Bau einer Apparatur, die 
stets die gleiche Durchliiftung auch bei verschiedenen Versuchsreihen 
gewahrleistet, sind uns mangels zureichender wirtschaftlicher Mittel 
zurzeit noch nicht médglich. | 

Erfreulicherweise sind die Resultate aber auch bei unserer Versuchs- 


{ 


anordnung ganz eindeutig. 


Zusammenfassung der Ergebnisse des zweiten Teiles. 


Auch bei optimalem py und viel ausgepragter als bei py — 6 bis 8 
zeigt sich, dap selbst die als Katalysatoren oxydativer Desaminierung von 
Aminosduren wirksamsten o-Chinone die Desaminierung der «-Amino- 
sduregruppe nur dann bewerkstelligen kiénnen, wenn diese Gruppe auf dir 
Wirkung des Katalysators anspricht. 

Dieses Ansprechen und damit die Spezifitét des Zusammenwirkens 
von Substrat und o-Chinonfermentmodell ist bei der oxydativen Des- 
aminierung der a-Aminosduregruppe vom iibrigen Bau des Aminosdure- 
molekiils abhdngig (8s. Abb. 6), wie dies schon in der zweiten Mitteilung 
betont wurde. 

Von allen neuerdings untersuchten Aminosduren ist auch bei optimalem 
pu Glykokoll am besten desaminierbar, fast ebensogut Serin, viel schlechter 
Leucin und gar nicht oder nur in Spuren «-Alanin, «-Aminobuttersdure, 
Valin und Isoleucin. f-Alanin erwies sich durch das o-Chinonferment- 
modell ebensowenig desaminierbar wie «-Alanin. 








Wahre Aziditit der Himolymphe von Bombyx mori L. 


I. Mitteilung: 
Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Seidenraupen. 


Von 
S. Demjanowski, R. Galzowa und W. Roshdestwenska. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische und biologische Chemie der zweiten 
Moskauer Staatsuniversitat.) 


(Eingegangen am 24. Februar 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die Literatur tiber den px-Wert bei Insekten ist sehr sparlich 
Besonders wenige Angaben findet man betreffs der Seidenraupen. In 
der europaischen Literatur sind nur wenige Arbeiten auf diesem Gebiet 
vorhanden. 

Die japanische Literatur aber stand uns nicht zur Verfiigung. In den 
Arbeiten europaischer Verfasser wird hauptsachlich die Frage itiber die 
Himolymphe der Seidenraupe behandelt, aber auch fiir sie werden dort 
abweichende pr-Werte angegeben. Jamson und Atkins (1) (1921) geben fiir die 
Hamolymphe der Raupe den py-Wert 6,80, Fink (2) (1925) nimmt 5,90 bis 6,40 
an, Glaser (3) (1925) 6,40 bis 7,20. In den erwahnten Arbeiten wurde das px 
nach dem kolorimetrischen Verfahren bestimmt. Epstein (4) (1930) hat in 
seiner Arbeit die Wasserstoffmethode benutzt. Er fand fiir die Hamolymphe 
von Bombyx mori die Durchschnittsgr6Be 6,50 mit Schwankungen von 
6,22 bis 6,68. Onagro (5) fand (1930) fiir die Hamolymphe der Raupe Bombyx 
mori px = 6,82 und fiir die Puppe pu = 6.86. Von demselben Autor werden 
die pu-Werte der Eier von Bombyx mori in ihren verschiedenen Ent 
wicklungsstufen mitgeteilt. 

Solch ein ungeniigendes Material einerseits und die mangelhafte 
Aa . . : . 

Ubereinstimmung der pa-Werte andererseits haben uns veranlaBt. 
den Versuch zu machen, die Veranderung des px in der Hamolymphe 
von Bombyx mori méglichst eingehend zu verfolgen. Wir erklaren dic 
abweichenden Angaben in den px-Werten dadurch, daB die Unter- 
suchungen der obenerwaihnten Autoren in verschiedenen Lebensstadien 
der Seidenraupen angestellt sind. Wie bekannt, ist die Entwicklung 
der Bombyx mori vom Ei bis zum Schmetterling sehr kompliziert, da 
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wahrend des Entwicklungsprozesses tiefgreitende Umwandlungen statt 
finden; es ist anzunehmen, daB die wahre Aziditat der Himolymphe 
in den einzelnen Entwicklungsstadien sich in gewissem MaBe andert. 
Desto leichter ist es, anzunehmen, daB bei Bombyx mori das Vorhanden- 
sein des Phosphatpuffersystems zu erwarten ist, wie es z. B. bei Pieris 
brassicae [ Brecher (5a)| der Fall ist. Die Phosphate besitzen, wie bekannt, 
ein schwacheres Pufferungsvermégen als Carbonate. Unter Beriick- 
sichtigung dieser Tatsachen haben wir beschlossen, die Verainderung 
des Pa zu bekommen, haben wir es unternommen, bei unserer Unter- 
suchung die Frage nach dem py-Wert im Ei, d.h. in der Periode des 
embryonalen Lebens von Bombyx mori zu behandeln. Dieser Frage 
ist der zweite Teil unserer Arbeit gewidmet. 


Da der von uns beabsichtigte Versuch eine genaue Ausfiihrung 
erforderte, beschrankten wir uns auf die Untersuchung der Hamo- 
lvmphe der Seidenraupen, besonders einer Rasse, naimlich Askoli, die 
sich von den Blaittern einer bestimmten Baumgattung (Morus alba vy. 
tatarica) ernihren. In Beriicksichtigung der individuellen Schwan- 
kungen fiir jede Seidenraupe haben wir zahlreiche py-Bestimmungen 
(bis 2000) an einer groBen Anzahl von Seidenraupen gemacht. Als 
eine fiir die Bestimmung geeignete Methode haben wir die Chinhydron- 
methode gewahlt. Mit einer diinn ausgezogenen Kapillare wurde ein 
Schnitt am Falschbein einer Seidenraupe gemacht. Das Blut gelangte 
direkt in die Kapillare der Mikroelektrode (nach Biilmann konstruiert), 
in welche das Chinhydron eingefiihrt wurde. Die Elektrode wurde in 
ein GefaB mit Chlorkalium getaucht. Die Ergebnisse der Bestimmungen 
sind in Tabellen und Kurven dargestellt. Vor allem sollten die py-Werte 


in der Himolymphe von Bombyx mori in den Stadien ihres nymphialen 


und imaginalen Lebens, d.h. vom Ausschliipfen der Seidenraupe aus 
dem Ei an bis zum Tode des Schmetterlings festgestellt werden. 


Zu diesem Zwecke wurde im Herbst 1930 die Aufzucht von Seiden- 
raupen aus der Rasse Ascoli begonnen. Die Eier wurden kiinstlich 
durch Anwendung von Salzséure belebt. Die Inkubationsperiode ist normal 
verlaufen. Fir die Untersuchung wurden die Seidenraupen der mittleren 
Tage des Ausschliipfens gewahlt. Die ganze Entwicklungsperiode bis zum 
Spinnen des Kokons nahm 36 Tage in Anspruch. Wahrend der Aufzucht 
waren die Seidenraupen vollkommen gesund und normal, haben die 
Nahrung genommen, gingen massenhaft auf das Bettlager iiber und hauteten 
gleichzeitig. Im Laufe der ganzen Entwicklungsperiode waren keine Er- 
krankungen beobachtet, und der Prozentsatz der in ihrer Entwicklung 
zuriickgebliebenen Seidenraupen iiberstieg nicht die Norm. Am zehnten 
bis elften Tage des fiinften Lebensalters gingen die Seidenraupen in die 
Spinnhiitte. Das Spinnen des Kokons verlief ziemlich glatt und war recht 
zeitig beendet. Ein Teil der erhaltenen Puppen wurde zur Zucht bestimmt, 
der andere jeden Tag auf das px gepriift. Die Schmetterlinge erschienen 
am 18. bis 19. Tage der Puppenperiode. Die Kurve. die die pxu-Werte in 
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der Hamolymphe wihrend dieser Auffiitterung darstellt, kénnte als 2. 
sammenfassend bezeichnet werden; sie bestatigt ebenfalls die von uns in 
verschiedenen Stellen und zu verschiedenen Zeiten der Sommer- (1930 
Winter- (1929/30) und Friiblingsauffiitterung (1931) gemachten Beol 
achtungen. Im Laufe der ganzen Fiitterungsperiode wurde taglich das py 
in der Hamolymphe der Seidenraupen vom ersten Tage des ersten Leben: 
alters bis zum Tage des Einspinnens in den Kokon bestimmt. Wahrend 
der ganzen Lebensdauer der Puppe als auch des Schmetterlings bis zu 
seinem Tode wurden die Beobachtungen angestellt. Die Untersuchungs 
ergebnisse sind in der Abb. 1 (Tabelle 1) zusammengefaBt. 
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Abb. 1. 


Als Durchschnittswert wurde fiir die ganze Ent wicklungsperiode 
ein pu zwischen 6,70 bis 6,80 festgestellt, was den Angaben von Jamson 
und Atkins wie auch von Onagro nahe liegt. Eine gewisse Zu- und 
Abnahme des pxu-Wertes haingt vom Entwicklungsstadium ab. Zu 
Zeit des Auskriechens der Seidenraupen aus dem Ei 1a8t sich ein hohes 
pu nachweisen, das spaiter im Laufe des ersten Lebensalters allmihlich 
abnimmt. Im zweiten und dritten Lebensalter findet eine ununter- 
brochene Abnahme des py statt, bis zum vierten Lebensalter, w: 
das Pu am geringsten ist. Im vierten Lebensalter weist die Kurve 
keine schroffen Kriimmungen auf. Die Kurve des fiinften Lebens- 
alters zeigt im Vergleich mit dem dritten und vierten Lebensalter einen 
gréBeren pu-Wert. Im Vergleich mit den ziemlich geraden Kurven der 
Larvenperiode weist die py-Kurve der Puppenperiode gréBere Kriim- 
mungen auf. Beim Beginn des Kokonspinnens findet eine Zunahme der 
Aziditét statt, die méglicherweise durch die Entleerung der Gedarme 
von den Exkrementen und durch das Aufhéren der Sekretion der Ver- 
dauungsdriisen hervorgerufen ist. Von diesem Moment an haben wir 
zur Zeit der Puppenperiode eine Zunahme des py. Am zehnten Tage 
der Puppenperiode wird eine eigenartige Abnahme des py beobachtet. 
Es erscheint méglich, die Abnahme des px mit der allgemeinen Senkung 
der Puppenlebensfahigkeit in dieser Periode in Zusammenhang zu 
bringen. Zu dieser Zeit ist die Zerstérung aller fiir die Seidenraupen 
spezifischen Organe am heftigsten: dann tritt ein verhaltnismaBiger 
Ruhezustand ein, und nach einem gewissen Zeitraum beginnt eine 
lebhaftere Bildung der neuen imaginalen Organe. Auf einige kritische 
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Momente in der Puppenentwicklung weist Hiratzuka (6) (1920) hin; 
als solche bezeichnet er den sechsten und den zehnten Tag des Puppen- 
stadiums; gleichzeitig bemerkt er, daB diese Momente von einer mini- 
malen Ausscheidung von Kohlensiure begleitet werden. Wie aus der 
Kurve zu ersehen ist, fallt die starkere Zunahme der Aziditaét der Himo- 
lvmphe mit dem zehnten Tage des Puppenlebens zusammen, aber auch 
im sechsten Tage hat die Himolymphe ein verhaltnismaBig niedriges py 
Die Tage des Schmetterlingslebens zeichnen sich durch eine merkliche 
Zunahme der Aziditaét aus: im Durchschnitt ist 4 = 6,55 bis 6,57. 
\m letzten, dem achten Tage, beobachtet man die maximale Aziditat. 

Kennzeichnend fiir die ganze Entwicklungskurve ist die schroffe 
\bnahme der Aziditit wahrend der Hautung. Alle fiinf Hautungs- 
perioden der Seidenraupen sind in der Regel mit derartigen Abnahmen 
der Aziditat verbunden. In der Literatur ist diese Tatsache gar nicht 
erwihnt. Augenscheinlich ist von allen iibrigen Forschern auch irgend- 
eine GesetzmaBigkeit waihrend der Hautung der Seidenraupe nicht 
bemerkt worden. Es ist hier darauf hinzuweisen, daB eine derartige 


Abnahme der Aziditét waihrend der Hautung von uns in unseren vor- 
herigen Untersuchungen im Sommer und im Herbst 1930 mehrmals 
festgestellt wurde. Wir geben hier die Tabelle IT an, in der die Werte 
zusammengefaBt sind, die einzelne Lebensabschnitte der Seidenraupe 


kennzeichnen, und zwar: 1. die Hautungsperiode vom ersten bis zum 
zweiten Lebensalter (Ernahrung der Seidenraupen mit Scorzonera: die 
Seidenraupen sind pebrinekrank), 2. die Hautungsperiode vom dritten 
bis:zum vierten Lebensalter (Ernihrung mit Sommermaulbeerblatt) 
3. die Hautungsperiode vom vierten bis zum fiinften Lebensalter 
(parallele Ernaihrung mit Scorzonera und Maulbeerblatt). Wir geben 
hier absichtlich die Momente der Hautungen fiir die Seidenraupen ver- 
schiedenen Lebensalters fiir gesunde und kranke als auch fiir ver- 
schiedene Bedingungen der Fiitterung an. Wie aus der Tabelle IT zu er- 
sehen ist, steigt der pu-Wert zur Hautungsperiode unabhangig von der 
Verschiedenheit der Lebensbedingungen der Seidenraupe als auch 
ihre Altersverhaltnisse schroff an, wahrend die Aziditat schroff ab- 
nimmt. Die von uns angestellten zahlreichen Untersuchungen be- 
stitigten die Richtigkeit unserer Beobachtungen. Wir méchten hier 
von einer Erklarung dieser Frscheinung absehen, kommen aber in 
unseren nichsten Mitteilungen darauf zuriick. 

In den nachsten Etappen unserer Untersuchung haben wir bei der 
Bestimmung des pu der Haimolymphe den Geschlechtsunterschied 
beriicksichtigt, weil wir einen gewissen Unterschied im px der Hamo- 
lymphe der Seidenraupe bemerkt hatten. Da wir die ganze Zeit darauf 
geachtet hatten, daB der Versuch einheitlich durchgefiihrt wurde, so 
haben wir uns bemiiht, die Ursache der abweichenden px-Werte durch 
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die spezifischen Eigenschaften der Hamolymphe des Mannchens und 
des Weibchens zu erklairen. In der Literatur finden sich Angaben tiber 
die Verschiedenheit der Himolymphen von Insekten. So gibt Dewitz 
an (7) (1912), daB die Haimolymphe des Weibchens von Saturnia und 
Deilephila meist eine gréBere Reduktionsfahigkeit als die des Mannchens 
besitzt. Geyer (8) (1913), der die Raupen von Bombyx mori unter- 
suchte, hat festgestellt, daB die Oxydationsfihigkeit bei den Ge- 
schlechtern verschieden ist; die Himolymphe des Weibchens hat eine 
kleinere Oxydationsfahigkeit als die des Mannchens. Wir haben die 
Untersuchungen mit Seidenraupen der letzten Tage des vierten Lebens- 
alters, wenn das Geschlecht der Insekten schon mit Sicherheit 
bestimmt werden kann, als auch mit Puppen und Schmetterlingen 
angestellt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 2 (Ta- 
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Abb. 2. 


belle ITT) zusammengefaBt. Die Kurven der Abb. 2 und der Abb. 1 sind 
ihrem Charakter nach im allgemeinen gleich: die Kurve der Abb. 2 
wiederholt die Kurve der Abb. 1; auch hier fallt die Hautung der Seiden- 
raupe mit einer bedeutenden und schroffen Abnahme der Aziditat der 
Hamolymphe wie auch mit einer gewissen Zunahme an dem der Hautung 
vorangehenden Tage zusammen. Diese vollkommen selbstandige Unter- 
suchung bestatigt abermals die Richtigkeit der von uns wahrend der 
Hautung bemerkten Erscheinungen. Was aber den EinfluB des Ge- 
schlechts auf das pu der Haimolymphe anbetrifft, so haben wir be- 
standig in der mannlichen Haimolymphe einen niedrigeren und in der 
weiblichen Hamolymphe einen héheren px-Wert beobachtet. Die 
Abweichung im px der Himolymphe fiir die beiden Geschlechter liegt 
zwischen 0,02 bis 0,05. Dieselben Differenzen treffen auch fiir die von 
uns beim Beginn unserer Untersuchung beobachteten Schwankungen 
des px fiir die Seidenraupen anderer Lebensalter zu. Von Interesse 
ist, daB die pu-Kurve der Haimolymphe des Mannchens fast genau 
denselben Verlauf zeigt wie die des Weibchens. Daraus folgt, daB 
der EntwicklungsprozeB der Seidenraupe unabhingig vom Geschlecht 
verlauft, die chemische Zusammensetzung der mannlichen und der 
weiblichen Himolymphe aber in bezug auf die Aziditat verschieden ist ; 
In der Puppenperiode nimmt der px-Wert etwas zu, in der Schmetter- 
Biochemische Zeitschrift Band 247. 96 
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lingsperiode aber nimmt er bedeutend ab; dabei bleibt das Verhaltnis 
der pu-Werte wahrend der beiden Entwicklungsstadien der Insekten 
fiir beide Geschlechter sowie auch in der Haimolymphe der Seiden. 
raupe gleich. 

Die Veranderung des px der Himolymphe der kranken Seiden. 
raupen wurde gesondert untersucht, weil wir eine bedeutende Ver- 
ainderung des pq zum ersten Male an der Haimolymphe der an Gelbsucht 
erkrankten Seidenraupen beobachtet hatten. Besonders beobachtet 
wurden die pu-Verinderungen in der Haimolymphe der an Pebrine, 
Gelbsucht und Macilenza erkrankten Seidenraupen, und zwar wurde 
das px der Haimolymphe der kranken Seidenraupe bestimmt und gleich- 
zeitig eine mikroskopische Untersuchung angestellt. Die Tabelle IV 
gibt eine Vorstellung von den Veranderungen der Aziditat der Hamo- 
lymphe. Die Erkrankung an Pebrine hat regelmaBig eine bedeutende 
Zunahme des py zur Folge: das px schwankt zwischen 7,05 bis 7,30. 
Hervorzuheben ist, daB durch eine mikroskopische Untersuchung 
neben einem héheren px-Wert sich auch ein héherer Ansteckungsgrad 
an Pebrine aufweisen lat. Die Erkrankung an Gelbsucht fiihrt zu 
einer bedeutenden Abnahme des pu. Wie aus derselben Tabelle folgt, 
ist der pu-Wert fiir die kranken Seidenraupen aller Lebensalter immer 
niedriger als das entsprechende px der gesunden Seidenraupen. Wie 
aus der Tabelle zu ersehen ist, ruft die Erkrankung an Macilenza 


Tabelle IV. 








a Lebensalter 
Krankheit 
I a ul IV V 
Pebrine 7,24 7,15 7,22 | 7,05 7,10 7,28 
7,20 7,20 7,19 7,09 7,12 7,36 
7,20 7,20 7,22 | 7,05 7,14 7,32 
7,27 7,08 | 7,13 | 7,31 
7,33 
7,28 6,58 
Gelbsucht .... 6,28 6,54 6,56 6,58 6,60 
6,40 6,51 649 648 6,56 
6,42 6,55 6,55 6,67 6,55 
6,41 6,41 
6,35 6,50 
6,28 | 6,56 6,65 6,61 6,85 
6,32 | 6,70 6,60 | 6,80 
Macilenza .... 6,77 6,72 | 6,77 
6,74 
6,66 
Gesunde Raupen 6,85 6.75 | 6,68 6,70 
6,83 6,78 | 6,78 . 6,71 
6,84 6,71 6,67 
6,80 6,70 6,69 
6.79 6,74 6,68 
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bei den kranken Seidenraupen im Vergleich mit den gesunden Seiden- 
raupen keine merklichen px-Veranderungen in der Haimolymphe hervor. 

Bei der Bestimmung der px-Werte in Bombyx mori haben wir 
wabrend unserer Untersuchung auch die Reaktion des Saftes des 
Saugenmagens, oder des sogenannten Maulsaftes des Schmetterlings 
festgestellt. Die Untersuchungen von Honda (9) (1926) haben eine 
schwach alkalische Reaktion dieses Saftes gezeigt. Wir haben ein 
pa zwischen 7,80 bis 8,00 ermittelt (Tabelle V). Die von uns ferner mit 
Hilfe des Saugemagensaftes im Laufe von 1 Stunde angestellte Unter- 
suchung der Seidenhydrolyse lieB keine merkbaren px-Veranderungen 
beobachten. 

Tabelle V. 
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Wir haben uns ferner auch bemiiht, das px wahrend der embrvo- 
nalen Entwicklungsperiode zu bestimmen. Wir konnten in der Literatur, 
auBer der schon erwahnten Arbeit von Onagro (5) (1930), keinerlei 
Angaben iiber diese Frage finden. 

Es wurden zu den Versuchen ganz gesunde Eier von Bombyx mori 
verwendet. Wahrend der Beobachtungen wurde auf sorgfaltige Pflege 
geachtet. Bei der Bestimmung des pu in den Eiern benutzte man die 
Chinhydronmethode. Mit einer diinn ausgezogenen Kapillare der Mikro- 
elektrode nach Biilmann wurde der Inhalt des Eies aufgesaugt. 
In die Kapillare wurde Chinhydron eingeftihrt und die Elektrode in 
ein GefaB mit Chlorkalium getaucht. Es wurden stets Parallelbestim- 
mungen gemacht. Es wurden mehrere Versuche mit Eiern angestellt. 
Um ein genaues Bild der Veranderungen im py wahrend der beobachteten 
Periode zu bekommen, wurden die Beobachtungen tiglich gemacht. Die 
Ergebnisse aller Beobachtungen sind in den folgenden Tabellen und 
Kurven zusammengefaBt.’ 


Die erste Serie der Untersuchungen ist der Bestimmung des pu 
in den Eiern vom Moment der Eierablage des Schmetterlings bis zu dem 
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Einstellen ihrer Herbstentwicklung, d.h. wahrend der Periode, dic 
ungefahr den ersten 10 bis 14 Tagen gleicht, gewidmet. Zu diesen 
Untersuchungen wurden die von einem normalen Schmetterling de: 
Ascolirasse gelegten Eier verwendet; es wurden die Eier nur derjenigen 
Schmetterlinge genommen, deren Auffiitterung unter normalen Be. 
dingungen verlief. Die eben abgelegten Eier waren von einer hellen, 
strohgelben Farbe. Die Verainderung des Pigments verlief normal, 
Die taglichen Bestimmungen wurden solange fortgesetzt, bis man ein 
konstantes pu wahrend der letzten 2 bis 3 Tage erhielt. Die Ergebnisse 
der Bestimmungen sind in Abb. 3, Tabelle VI, dargestellt. 


Tabelle VI. 





Stunden 





Eier T 
0 10 | 2% 36 | 48 | 72 | 96 | 120 | 192 | 216 | 240 
Befruchtete 7,26 7,22 7,17 7,16 7,12 7,07 6,94 6,90 6,85 6,76 
7,26 7,22 7,18 7,12 7,08 7,09 6,91 6,89 6.86 6,78 
7,21 7,16 6,89 
7,21 7,18 
7,18 
7,16 
Unbefruchtete 7,20 7,18 7,14 7,13 7,06 7,09 
7,21 7,16 7,14 7,13 7,06 7,09 
7,21 7,18 7,14 
7,16 7,14 
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Stunden 


Abb. 3. 


Wie aus der Kurve zu ersehen ist, erreicht das px in den eben 
gelegten Eiern eine erhebliche Héhe. Es nimmt bis 7,20 zu, dann 
nimmt es allmahlich ab. Eine merkliche Zunahme der Aziditat tritt 
vom vierten Lebenstage des Eies ein, wo das px 6,94 betrigt. Die 
lebhafte Zellteilung im Ei hért bei Beginn dieser Zeit auf, der Keim- 
strich und eine Reihe von Organen und Geweben werden im Embryo 
gebildet. Wie bekannt, ist diese Periode auBerlich durch das bestandige 
normale Pigment im Ei gekennzeichnet. Eine gleichmaBige, ununter- 
brochene Abnahme des pq wird auch weiterhin beobachtet ; am zehnten 
Lebenstage betragt das py im Ei 6,78. Auf dieser Hohe halt sich das py 
waihrend mehrerer Tage. Da wir der Meinung waren, daB die Periode 
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der Herbstentwicklung hier abschlieBt, stellten wir unsere Unter- 
suchungen ein. 

Ferner wollten wir ein klares Bild des py-Verlaufs im Ei wahrend 
der Uberwinterung gewinnen. Wie bei den vorangehenden Versuchen 
wurden auch hier die Eier derselben Ascolirasse wie auch derselben 
Kierablagen untersucht, und zwar wurde gleichzeitig das px der normal, 
der bei etwa + 5°C aufbewahrten Eier und das der bei 0° C tiberwinternden 
Kier bestimmt. In beiden Versuchen schwankte die Temperatur wahrend 
der ganzen Uberwinterungsperiode (45 Tage, vom 23. Februar bis zum 
x. April 1930) nicht mehr als um 1°. Die Abb. 4 (Tabelle VII) zeigt, daB 
die beiden Kurven einen ahnlichen Charakter in bezug auf die px-Ver- 
inderung aufweisen. Es findet im Laufe der Uberwinterung eine all- 
mihliche, sehr geringe Abnahme der Aziditaét statt. Zum Beginn der 
Inkubationsperiode jedoch steigt das px fiir die beiden Eierpartien auf 
6,90, waihrend es zum Beginn der Uherwinterung 6,60 bis 6,65 betrug. 


Tabelle VII. 








= oe 
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age 


Abb. 4. 


Es wurde von uns die Inkubationsperiode der Kier verschiedener 
Rassen beobachtet und die Untersuchung unter verschiedenen Be- 
dingungen angestellt. Zur Hauptuntersuchung wurden von uns die 
im Laufe des Aprils 1930 und des Marz 1931 auflebenden Eier verwendet. 
Die Versuchsergebnisse sind in der Abb. 5 (Tabelle VIII) zusammen- 
gefaBt. Die oberste Kurve stellt die Inkubationsperiode der bei 5° C 
im Laufe von 35 bis 40 Tagen iiberwinternden und bei allmahlicher 
Temperaturzunahme auflebenden Eier dar. Die Temperatur wurde 
gleichmaBig um 2° taglich erhéht. Die untere Kurve charakterisiert 
das Beleben der im Laufe von 40 Tagen bei der Temperatur 0° bis 
+ 4°C iiberwinternden Eier, deren Inkubationstemperatur von + 6 
bis + 17°C mit den Spriingen bis 2 — 8° auf und ab war. 








400 S. Demjanowski, R. Galzowa u. W. Roshdestwenska : 


Tabelle VIII. 














Jahr —_—— — 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 ) 
1930 6,90 690 690 689 7,00 6,87 | 6,76 5 6,99 6,98 
6,90 6,90 690 6,89 7,00 6,85 | 6,86 01 6,99 6,97 
6,90 6,90 6,90 7,00 6,97 
1931 7,09 | 7,09 | 7,09 | 7,16 | 7,19 | 7,09 | 7,18 | 7,20 | 7,17 | 7,15 
108 | 708 | 7,08 | 7,14 | 7,21 | 7,18 | 7,11 | 7,20 | 7,17 | 7,15 
1,09 | 7,08 | 7,18 | 7,19 | 7,08 | 7,11 | 7.20 | 7,17 | 7,13 
7,16 if i 7,20 7,13 
7,11 7,20 
7,13 
7,09 
Tage 
Jahr — . — eo 
10 1! 12 13 14 15 16 17 18 
1930 6,92 7,02 7,10 7,10 7,18 7,11 7,16 7,19 7,19 
6,96 ,03 7,05 7,08 7,18 7,18 tel 7,19 7,19 
7,10 
1931 7,13 7,17 7,30 7,31 7,32 7,29 
7,18 | 7,17 7,29 7,29 7,26 7,29 
7,18 | 7,18 | 7,25 7,29 7,32 
7,13 
7,13 
” 1937 290 
a a ae 
z 
X 
580" 
MITT TVS OT OS UNEUN SET 
age 
Abb. 5. 


Wie aus den Kurven zu ersehen, ist der Charakter der px-Ver- 
anderung fiir beide Belebungsarten gleich, die zweite Kurve stellt blob 
die niedrigeren px-Werte dar; ihre Kriimmungen sind schroffer als die 
der ersten Kurve, welche gleichmaBiger verlauft. Daher diirfen wir 
sagen, da die bedeutenden Temperaturschwankungen wahrend der 
Inkubationsperiode eine Wirkung auf die Eier haben, was durch die 
Verainderung der py-Werte bewiesen und durch das Auskriechen der 
Seidenraupen kontrolliert wird. So erfolgt im Jahre 1931 das Aus 
kriechen in Massen und verlauft in 3 bis 4 Tagen, wahrend das Aus- 
kriechen im Jahre 1930 in kleinen Teilen vor sich geht und 4 bis 5 Tage 
dauert. Interessant ist die Beobachtung, daB die Aziditat am fiinften 
und sechsten und am zehnten und elften Tage der Eientwicklung 
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tark steigt. Diese schrotfe Zunahme zeigt sich in beiden Kurven. 
Die von uns mit den Eiern der weiBen Bagdadrasse ausgestellten Unter- 
suchungen weisen denselben py-Wert und denselben Charakter der 
Kurven wie bei der Ascolirasse auf. Folglich ist die Belebungsart des 
Kies, was den pa-Wert anbetrifft, fiir die beiden Rassen gleich, und die 
vorkommenden Schwankungen diirfen nicht Verdinderungen, die bei 
den verschiedenen Rassen zu beobachten sind, sondern anderen Ur- 
sachen zur Last gelegt werden. 

Beobachtet man die Veranderungen des pu-Wertes im Laufe der 
ganzen Entwicklungsperiode der Eier, so ist hervorzuheben, daB hier 
zunachst zwei Momente der niedrigen Aziditat vorhanden sind: 1. der 
Moment der Eiablage vom Schmetterling und 2. der Moment des Aus- 
kriechens der Seidenraupe aus dem Ei, und dann eine langdauernde 
Periode, wo die Aziditat des Eies erheblich groB ist. Diese Periode, die 
sich durch hohe Aziditaét auszeichnet, ist mit der Periode des Ruhe- 
zustandes des Eies, mit seiner Uberwinterung verbunden. Die im Ei 
beginnenden Entwicklungsprozesse zeichnen sich durch allmahliche 
Abnahme der Aziditaét aus, die bei dem Auskriechen der Seiden- 
raupe aus dem Ei schlieBlich ihr Maximum erreicht. Auf diese Weise 
stellen wir fiir die Eier der Ascoli- und Bagdadrasse folgende pxa-Werte 
fest: Wahrend der Eiablage und wiahrend 
der Herbstentwicklungsperiode liegt das 


pu zwischen 7,20 bis 6,80; fiir die Uber- 


winterung ist charakteristisch, daB das 
px 6,60 bis 6,90 wahrend der ganzen Periode 
gleich bleibt. Wihrend der Inkubations- 
periode erreicht das pu denWert 7,00 bis 7,20. 

Wir hielten es auch fiir notwendig. 
pu-Veranderungen in den sich entwickelnden 
bivoltinen Eiern zu untersuchen. Die Ver- 
suche an diesen Eiern wurden analog den vorangehenden Untersuchungen 
angestellt, und zwar wurden die Eier der frischen Eiablage ausgelesen 
und die Bestimmungen taglich bis zum Auskriechen der Raupen ge- 
macht. Es ergab sich, daB der allgemeine Charakter der py-Veranderung 
bei den bivoltinen und annualen Eiern derselbe ist (Abb. 6, Tabelle IX). 


1 569 


Abb. 6. 


Tabelle IX. 





Tage 


6,61 6,75 
6,59 6,75 
6,61 
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Bei den bivoltinen Eiern sind ebenfalls zwei Perioden einer niedrigen 
Aziditét festzustellen, wobei die eine mit dem Moment der Eiablage 
des Schmetterlings und die andere mit dem Auskriechen der Raupe 
aus dem Ei zusammenfallt. AuBerdem ist die Periode einer schroffen 
Zunahme der Aziditat, die hier augenscheinlich mit der Uberwinterungs- 
periode der annualen Eier zu vergleichen ist, ebenfalls vorhanden. 
Der Charakter der pu-Veranderungen ist derselbe. Aber bei den 
bivoltinen Eiern ist das Entwicklungstempo viel schneller, deshalb 
weist auch die Kurve schroffe Senkungen und Steigerungen auf. Die 
Kurve der py-Verainderungen der bivoltinen Eier scheint der Kurve 
der annualen Eier gleich zu sein. Der ganze EntwicklungsprozeB des 
Kies vollzieht sich hier im Laufe von 10 Tagen, wahrend im ersten 
‘alle etwa 8 Monate notwendig sind. 


Einen Moment, der fiir uns von gewissem Interesse ist, haben wir 

in der Veranderung des pu-Wertes bei der Umwandlung der Eier vom 
Bivoltinismus zum Annualismus be- 

“ie obachtet. Abb. 7 zeigt das Ergebnis 
Xn der px-Bestimmungen (Tabelle X). 
4 697 Fiir den Versuch wurden die von 
| wi den normalen bivoltinen Schmetter- 
oe = eae 5 lingen abgelegten Eier genommen, 

i oe «8 8 © © die Kier waren von strohgelber Farbe. 
Abb. 7, Es ist bekannt, daB die bivoltinen 

Eier gewohnlich kein Pigment be- 

sitzen, aber durch mehrere Beobachtungen hat man festgestellt, dab 
ein gewisser Teil von bivoltinen Eiern fahig ist, seine Farbe im 
EntwicklungsprozeB zu ver&ndern, wobei sie ihren Bivoltinismus 
nicht verlieren. Gerade solche Eiergattungen wurden von uns zu 
Untersuchungen verwendet. Die Veranderung des Pigments verlief 
normal (in 3 bis 4 Tagen), aber die am zehnten bis zwiélften Lebens- 
tage erwartete Belebung des Eies erfolgte nicht: die Eier sind annual 
geworden. Auf der Kurve (s. Abb. 7) ist diese Verinderung genau 
dargestellt. Der linke Teil der Kurve hat ein fiir die Entwicklung 
der bivoltinen Eier charakteristisches Aussehen. Man sieht eine 
starke Abnahme des px. Vom siebenten Tage aber, wo die Aziditat 








Tabelle X. 
Tage 
1 2 ee ee eo ant eS OP ee TS ae oe 12 
a2 | 748 | 6.97 6.86 6,77 6.77 | 6.78 | 6,72 | 6,72 | 6 6,66 | 6,66 
7.16 7,08 698 6,87 6,75 6,75 6,78 6,72 6,71 667 6.65 6,66 
6.69 
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besonders hoch ist (s. Abb. 6), wird keine Steigerung der Kurve, im 
Gegenteil eine allmahliche Senkung der Kurve bis zum py = 6,66, 
das fiir die beendete Anfangsperiode der Eierentwicklung normal ist, 
beobachtet. Hiermit wird die von uns ausgesprochene Meinung 
abermals bestatigt, nimlich, daB die Einstellung des Entwicklungs- 
prozesses mit der Zunahme der Aziditaét im Organismus von Bombyx 
mori als auch in den Eiern verbunden ist. 


Um die Veranderung des px in den unbefruchteten Eiern im Laufe 
der fiir sie méglichen Entwicklungsperiode zu beobachten, wurden 
weitere Untersuchungen angestellt. In der Abb.3 wird auber der 
Kurve der pu-Verainderung in den befruchteten Eiern wahrend der 
Herbstentwicklungsperiode auch eine andere punktierte Kurve gegeben, 
die die Verainderung des px in den unbefruchteten Eiern wiedergibt. 
Wahrend wir bei den befruchteten Eiern eine bedeutende Veranderung, 
namlich eine starke Abnahme des pq feststellen, wird bei den unbe- 
fruchteten Eiern eine geringe Abnahme des px (von 7,20 bis 7,14) im 
Laufe der ersten 3 Tage beobachtet, am vierten und fiinften Tage 
erreicht das py den Wert 7,06, dann verliuft die Kurve der Abszissen- 
achse parallel und erreicht schlieBlich ihre maximale Hoéhe bei 7,05 
bis 7,04. 


Von Interesse ist ein Vergleich der Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen mit den Angaben von Onagro. Das px in den Ejern wird 
von diesem Autor zu verschiedenen Momenten des Eilebens bestimmt : 
es werden von ihm folgende px-Werte angegeben: im Moment der 
Eiablage ist der pxu-Wert 6,62; 6 Stunden nach der Eiablage 6,50; 


72 Stunden nach der Eiablage 6,49: nach der Diapause 6,69: wenn sie 
zur Halfte belebt sind 6,74; vor dem Auskriecken der Seidenraupen 6,86. 
Vergleicht man diese Angaben mit den von uns ermittelten, so wird 
eine niedrigere Aziditét beobachtet, waihrend der allgemeine Charakter 
der pu-Veranderung in verschiedenen Entwicklungsperioden fiir: unsere, 
sowie fiir die Untersuchungen von Onagro gleich ist. 


Die Einwirkung von ultravioletten Strahlen auf die Eientwicklung 
wurde ganz unabhangig von diesen Untersuchungen gepriift. Zum 
Experiment wurden die Eier der Ascolirasse nach einer normalen Uber- 
winterung verwendet. Es wurden vom Belebungsmoment an vier 
Gruppen, und zu deren Kontrolle eine fiinfte Gruppe genommen. 
Die Bestrahlungszeit war verschieden, von 3 bis 30 Minuten, wobei die 
Eier 20 bis 30cm von den Polen der Quecksilberquarzlampe entfernt 
waren. Es wurde festgestellt, daB trotz der vollkommenen Verschieden- 
heit der pu-Werte der allgemeine Charakter der px-Veranderung bei 
der Eientwicklung immer derselbe bleibt, wie aus der Tabelle XT zu 
ersehen ist. Hierdurch beweisen wir abermals, da® der allgemeine 
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Charakter der pu-Veranderung in den sich entwickelnden Eiern gleich 
ist. Es ist deshalb anzunehmen, daB der Charakter dieser Verainderung 
von uns in der Tat richtig bezeichnet wurde. 


Tabelle XI. 





Be- Tage 
strahlung _ a 


Min. 0 1 4 5 6 7 x 9 





tw 
~ 


0 6,90 6,90 6,91 | 689 7,00 6,87 6,76 6,99 6,98 
6,90 6,90 6,89 7,00 6,85 | 6,86 6,99 6,97 
6,90 6,90 6,90 7,00 6,97 


> 

io 2) 

eo 

~Is 
ro) 

— OF 





3 6,86 690 694 7,00 7,00) 698 695 7,01 7,06 7,02 
6,86 6,90 694 7,00 7,00 698 696 7,00 7,04 | 7,02 
6,86 6,94 7,01 7,00 | 7,00 
9 6,78 694 697 7,04 7,00 | 698 | 685 7,00 7,01 7,00 
6,82 694 697 7,00 7,00 | 695 | 6,78 7,00 7,01 7,00 
12 6,90 696 7,00 7,00 7,05 | 688 | 687 7,02 7,02 | 7,01 
6,90 698 7,00 7,00 7,02 692 699 7,02 | 7,02 | 7,00 
30 6,82 684 684 696 693 697 695 698 | 7,01 | 7,95 
6,82 6,87 | 692 692 7,00 | 687 694 7,02 | 7,01 | 7,05 
Be- ag 
oo. ~~ 





Min. 10 11 12 13 14 15 16 17 18 


0 6,92 7,02 710 710 718 | 7,11 16 | 719 7,19 

6.96 7,02 7,05 7,08 718 718 7,14 | 719 7,19 
7,10 

3 6,85 691 | 7.07 7,06 7,04 7,17 | 7,24 | 7,24 
6,87 695 7,07 7,10 7,06 7,23 | 7,13 23 
6,99 ' 

9 6,95 695 6,99 7,06 | 7,12 | 7,18 | 7,19 | 7,82 
6,94 694 6,97 7,08 7,12 | 719 | 7,18 | 7,28 

12 6,94 7,07 710 714 7,20 | 7,16 | 7,24 | 7,33 
6,94 7,02 7,05 7,19 | 7,200 | 720 ' 734 | 7.35 

30 6.97 693 7,08 710 7,09 715 | 717 7.20 7,25 
6,97 693 7,04 710 711 715 7,19 7,20 7,23 

Zusammenfassung. 


1. Das pu der Himolymphe von Bombyx mori ist in der Periode 
des Seidenraupen- und Puppenlebens 6,70 bis 6,80, wobei alle fiinf 
Hautungen mit einer bedeutend schwacheren Aziditaét zusammenfallen. 

2. Im Schmetterlingsstadium ist das px der Himolymphe 6,60 
bis 6,70. Am letzten Tage des Schmetterlingslebens findet eine Zunahme 
der wahren Aziditat statt. 

3. Die pu-Werte der Himolymphe des Mannchens und des Weib- 
chens zeigen eine Differenz von 0,02 bis 0,05. Das px der Hamolymphe 
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des Weibchens ist im Laufe von drei Ent wicklungsperioden von Bombyx 
mori immer héher als das des Mannchens. 

4. Das pa des Saftes des Saugemagens ist 7,80 bis 8,00. 

5. Im Entwicklungsvorgang, vom Moment der Eiablage bis zum 
Auskriechen der Seidenraupe, verandert sich das py derart, daB es im 
Moment der Eiablage 7,10 bis 7,20, wihrend der Winterruhe 6,55 bis 
6,60 und vor dem Auskriechen 7,15 bis 7,20 ist. 

6. Die Kurve des pu-Wertes der bivoltinen Eier wiederholt den 
Charakter der Kurve der annualen Eier : die Verinderungen der py-Werte 
zeigen den gleichen allgemeinen Charakter, aber der ganze Ent wicklungs- 
prozeB verlauft in einer kurzen Zeitspanne. 


Literatur. 
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Neue Versuche iiber die Wirkung der Phosphatase 
gegeniiber verschiedenen Substraten. 


Von 
Yoshio Imanishi (Kyoto). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 24. Februar 1932.) 


A. Harden und W.J. Young haben im HefenpreBsaft eine Phos- 
phatase aufgefunden, die spezifisch auf das Zymo-di-phosphat eingestellt 
zu sein schien'. Kurz darauf konnten C. Neuberg und L. Karczag* 
zeigen, daB es eine Phosphatase gibt, die auch ein anderes einfaches 
Substrat angreift, nimlich die Glycerin-phosphorsdure*. In theoretischer 
wie analytischer Hinsicht wurde sodann das Tatsachenmaterial von 
C. Neuberg, J. Wagner und K. P. Jacobsohn* erweitert ; diese Autoren 
haben entdeckt, daB auch Phosphorsdure-ester der aromatischen Reihe 
wie der hydroaromatischen Reihe, die bislang in der Natur nicht beobachtet 
sind, enzymatisch hydrolysiert werden kénnen. Fest steht somit, 
daB bis auf die von K. P. Jacobsohn® beschriebenen, die Menthy]-ester 
betreffenden Ausnahmen Phosphorsdure-ester der verschiedensten 
Reihen, und zwar niedrige wie hochmolekulare Glieder, durch Phospha- 
tase zerlegbar sind. Fir das Problem der Enzymwirkung war ferner 


1 4. Harden u. W.J. Young, Proc. Royal Soc. [B.] 82, 321, 1910. 

2 C. Neuberg u. L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 64, 1911. 

3 Seither ist Phosphatase, die auf solche aliphatischen Verbindungen 
einwirkt, in vielen Zellen nachgewiesen ; vgl. z. B. die Befunde von Akamatsu, 
Barrenscheen, Belfanti, Bodnar, Clementi, Contardi, Djenab, Edlbacher, 
Embden, Engelhardt, v. Euler, Falk, Forrai, Greenwald, Jacobsen, Jost, Kay, 
Liiers, Meyerhof, Némec, Page, Pincussen, Plimmer, Robison, Tankéo, 
Umeno, M. Vogt, Widmann u. a. 

* C. Neuberg u. J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926; R. Iwatsuru, 
ebendaselbst 173, 348, 1926; C. Neuberg, J. Wagner u. K. P. Jacobsohn, 
ebendaselbst 188, 227, 1927; C. Neuberg u. K. P. Jacobsohn, ebendaselbst 
199, 498, 1928; A. Gualdi, ebendaselbst 205, 320, 1929. 

5 K. P. Jacobsohn u. J. Tapadinhas, diese Zeitschr. 230, 304, 1931. 
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der Befund beachtlich, daB diese Esterase, die halbanorganische Sub- 
strate angreift, einen asymmetrischen Effekt auBert!, derart daB ein 
von der Phosphorséure veresterter racemischer Paarling mit alko- 
holischem Hydroxyl bei der enzymatischen Hydrolyse in optisch- 
aktiver Form auftritt. Die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Zerlegung 
des d-Esters und |-Esters ist so verschieden, daB auf dieses Verhalten 
eine bis dahin nicht existierende Methode zur biochemischen Darstellung 
beider Antipoden aus ihren Racematen gegriindet werden konnte?. 
Auch eine kiinstliche Beeinflussung der optischen Auswahl ist bei 
dieser Art von asymmetrischer Spaltung beobachtet®, indem durch 
Zugabe von Alkaloiden die Drehungsrichtung des frei werdenden 
alkoholischen Paarlings deutlich beeinfluBt, gelegentlich sogar um- 
gekehrt wurde. Weiter hat sich ergeben, daB die spaltende Kraft der 
Phosphatase sich auf alle Formen von Phosphorséure-derivaten er- 
streckt; denn auBer salzbildenden Estern der Ortho-phosphorsiure 
werden die Salze der Pyro-phosphorsdure-ester® 
(vom Typus (RO MO)PO>” ) 

gespalten ; sogar das anorganische Pyro-phosphat erfahrt durch tierisches* 
wie pflanzliches Enzym® tiberraschendermaBen die Hydrolyse zum 
Orthophosphat. Recht bemerkenswert ist, daB selbst die rein, minerali- 
schen Metaphosphate® der Enzymwirkung unterliegen, obgleich diese 
Phosphorverbindungen sicherlich nicht Salze der monomolekularen 
Meta-phosphorsdure (HPO,) sind, sondern sich von einer konden- 
sierten Meta-phosphorsiure, der sogenannten Hexa-meta-phosphor- 
siure (HPO,),, ableiten. 


Bei den Estern der Ortho-phosphorsaure ergab sich, daB die mono- 
substituierten Phosphorsaure-ester und die aromatischen di-substi- 
tuierten spaltbar sind, wahrend die tri-substituierten Derivate, in 
denen kein gegen Metall austauschbares Wasserstoffatom enthalten 
ist, wenigstens nach den bisherigen Erfahrungen! der Einwirkung des 
Enzyms widerstehen. 


Man wird diesen groBen Wirkungsbereich der Phosphatase wohl 
mit dem Umstand in Verbindung bringen diirfen, daB die Zelle bestrebt 


1 OC. Neuberg, J. Wagner u. K. P. Jacobsohn, |. c.; C. Neuberg u. K. P. 
Jacobsohn, 1. c.; A. Gualdi, 1. ¢. 

2 M. Kuroya, diese Zeitschr. 225, 452, 1930. 

3 C. Neuberg u. J. Wagner, |. c.; C. Neuberg u. K. P. Jacobsohn, |. ec. 

4 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466, 1928; 208, 172, 1928. 

5 H. Liiers, B.v. Zychlinski u. K. Bengtsson, Wochenschr. f. Brauerei 
58, 519 u. 529, 1931. 

6 T. Kitasato, diese Zeitschr. 197, 257, 1928; 201, 206, 1928, 
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ist, den fiir ihre Erhaltung notwendigen Bedarf an Phosphorsaure aus 
moglichst vielen Quellen zu decken. 

Ob in allen Fallen die selbe Phosphatase tatig ist oder ob es ver- 
schiedene Phosphatasen gibt, ist eine mehrfach diskutierte’ und nicht 
eindeutig beantwortete Frage, die zunachst nicht behandelt wird; 
auch die Phytase U. Suzukis, die vielleicht eine besondere Stellung 
einnimmt, soll auBer Betracht bleiben. Jedenfalls scheint es, wie schon 
erwahnt ist, daB eine salzbildende Gruppe im Substrat notwendig ist, 
um das Ansprechen des Enzyms zu ermdglichen. 

Die neuen Untersuchungen, die ich ausgefiihrt habe, betreffen 
zwei Substrate, einerseits den durch Hydrolyse von Fructose-di-phosphat 
erhaltenen Fructose-mono-phosphorsdure-ester (Neuberg-ester) sowie die 
Di-phenyl-ortho-phosphorsdure. Die phosphatatische Spaltung des 
erstgenannten Produktes ist schon von C. Newberg? beschrieben und 
von M. Tomita, J. Noguchi*, Y. Takahashi® sowie M. Fujihara und 
K. Ito® bestatigt worden. Als Fermentmaterial waren friiher frische 
untergirige Hefen, Taka-phosphatase’, sowie aus tierischen Organen 
gewonnene Phosphatasen verwendet. Ich habe die Angaben beziiglich 
der Taka-phosphatase nachgepriift, ferner Mazerationssaft aus unter- 
gariger Bierhefe sowie frische obergdrige Hefe (Sinner) benutzt. 


Aus den im nachfolgenden mitgeteilten Versuchsp oti  ' 
ergibt sich, daB ich mit Tal .-phosphatase eine Hydrolyse bis zu »v 
mit Hefen-mazerationssaft eine solche bis zu 98°, erzielt habe. Dabei 
ist zu bemerken, daB bei fortgesetzter Einwirkung des Ferments und 
bei Anwendung gréBerer Mengen desselben wieder eine organische 
Bindung von Phosphorséure zu beobachten ist. Es erscheint unwahr- 
scheinlich, daB es sich hierbei um eine einfache reversible Reaktion 
handelt, weil sonst die Einstellung eines Gleichgewichts vor Erreichung 
des héchsten Spaltungsgrades zu erwarten gewesen ware. Vielleicht 
handelt es sich um eine Veresterung des aus dem Fructose-mono- 
phosphat frei gewordenen anorganischen Phosphats mit anderen Be- 
standteilen, die in dem Reaktionsgemisch enthalten sind oder auftreten. 


1 H. Liters u. L. Malsch, Wochenschr. f. Brauerei 46, 143 u. 153, 1929; 
C. Hommerberg, H. 185, 123, 1929; H. D. Kay, J. of biol. Chem. 89, 235, 
1930; J. Roche, Bull. Soe. Chim. Biol. 13, 841, 1931. 

2 C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 

3 M. Tomita, ebendaselbst 131, 170, 1922. 

4 J. Noguchi, ebendaselbst 148, 190, 1923. 

5 Y. Takahashi, ebendaselbst 146, 161, 1924. 

6 M. Fujihara u. K. Ito, Communication of the Okayama Medical 
Society 1925, Nr. 425. 

7 Auch aus anderen Pilzen l4Bt sich Phosphatase gewinnen; vegl. 
C. Neuberg, diese Zeitschr. 83, 261, 1917. 
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bzw. um einen geringfigigen Ubergang von Fructose-mono-phosphat 
in Zymo-di-phosphat. 

Mit frischer Hefe gelangte ich zu einer enzymatischen Hydrolyse 
des Fructose-mono-phosphats bis zum Umfang von 91%. 

Besondere Aufmerksamkeit widmete ich der Frage nach der Spalt- 
barkeit des ganz anders konstituierten Di-phenyl-ortho-phosphorsdure- 
esters, (CgH;.O),PO.OQH. Wie erwaihnt, haben Neuberg und Wagner 
|: ec.) die Hydrolysierbarkeit dieses als Kaliumsalz verwendeten Sub- 
strats erkannt; wie sie bewiesen haben! wirkten Pilz-phosphatase und 
Phosphatase aus Kaninchen-niere. J. Roche (1. c.) hat angegeben, dab 
Di-phenyl-ortho-phosphat von seiner Phosphatase nicht zerlegt wurde, 
oder héchstens bei sehr langer Einwirkungsdauer in geringem Umfang, 
oder daB eine Spaltung durch Bakterien verursacht sei. Die SchluBfolge- 
rungen des genannten Autors kann ich nicht bestatigen. Unter vdlliger, 
durch Antisepsis unterstiitzter Asepsis wird das di-phenyl-phosphorsaure 
Kalium sowohl durch Taka-phosphatase als durch den sterilen Saft 
von verschiedenen tierischen Organen weitgehend hydrolysiert. Mit 
Taka-phosphatase japanischer Herkunft (Sankyo) gelangte ich bis 
zu einem Spaltungsgrad von nahezu 62°,, mit dem deutschen Praparat 
,.Luizym*‘! zu einem Spaltungsgrad von 44°,. Mit Phosphatase aus 
Kaninchenniere wurde eine 34,8°,ige Spaltung konstatiert, mit der 

~inehenleber eine solche zu 63,4°,. (Vergl. hierzu 8. 410.) 

Zu den Versuchen und den Analysen < folgendes zu bemerken: 
Der Grad der phosphatatischen Zerlegung ]aBt sich im Falle des di- 
phenyl-ortho-phosphorsauren Salzes einwandfrei und besonders bequem 
durch die Phenolbestimmung messen. Diese ist recht scharf und ge- 
stattet, die Ergebnisse der Phosphor-analysen in willkommener Weise 
zu kontrollieren, worauf schon C. Newberg und J. Wagner (1. c.) sowie 
C. Neuberg und M. Kobel? die Aufmerksamkeit gelenkt haben. 

Wie man aus den Tabellen ersieht, stimmen die Ergebnisse der 
Phenol-analysen und der Phosphat-bestimmungen befriedigend tiberein, 
doch halte ich die Ergebnisse der Phenol-analysen fiir die genaueren, 
weil hier jede Interferenz mit den im Enzympraparat vorhandenen 
Phosphorséure-verbindungen fortfallt. Das Phenol wird in bekannter 
Weise jodometrisch ermittelt, und ich habe mich in Versuchen mit 
Substrat plus gekochter Fermentlésung davon iiberzeugt, daB keine 


1 Fiir Uberlassung dieses Materials sei der Direktion des Luitpold- 
werkes in Miinchen auf das verbindlichste gedankt. Bemerkenswerte An- 
gaben iiber den Gehalt des Praiparats an anderen Fermenten findet man 
hei W.Grassmann, H. Rubenbauer, K. Silberschmidt, A. E. Lampé, A.Schmidt- 
Ott u. G. A. Weltz, Miinch, med. Wochenschr. 78, Nr. 43/44, 1931. 

2 ©. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 459. 1926. 
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jodbindenden Substanzen bei der Destillation ubergehen und falschlic! 
als Phenol betrachtet werden. (Das Jodbindungsvermégen der Li 
stillate ist unter den Bedingungen der Phenolanalyse in den Blind. 
versuchen praktisch 0, kann also zu keinen Irrtiimern AnlaB geben 

Das verwendete Substrat war aus analysenreinem di-pheny|. 
phosphorsaurem Barium durch Umsetzung mit Kaliumsulfat bereitet 
Die Wasserstoffionenkonzentration in den Versuchslésungen schwankt: 
zwischen py = 6 und 7. Soweit ich der Abhandlung von Roche ent- 
nehmen kann, bestehen folgende Unterschiede zwischen meiner und 
seiner Versuchsausfiihrung: Ich benutzte, wie erwahnt, das Kaliumsalz 
der franzésische Forscher hat das Bariumsalz verwendet (s. a. a. O. den 
Text der 8S. 846). Zu den Versuchen mit Di-phenyl-phosphat hat sich 
Roche, soweit aus seiner Tabelle ersichtlich ist, der Enzyme von weiBen 
und roten Blutkérperchen sowie von Blutserum bedient ; Phosphatase) 
anderer Herkunft scheint er nicht gepriift zu haben. Das gilt allerdings 
nur fiir Di-phenylphosphat; denn Di-athylphosphat hat er untersucht. 
Die Wasserstoffionenkonzentration lag in seinen Versuchen! mit 
Erythrocyten bei po = 6 und mit Serum sowie mit den Leukocyten 
bei pu = 8,6. Seine Untersuchungen erstrecken sich nur auf eine Zeit 
von 10 bis maximal 16 Stunden, wahrend ich meine Versuche von 
5 Stunden bis auf 7 Tage ausgedehnt habe. 

Mit Taka-phosphatase war bereits nach 5 Stunden eine Spaltung 
von ungefahr 5°, nach 1 Tage schon iiber 21°, zu konstatieren. Beim 
Versuch mit ,,Luizym“ waren nach 20 Stunden mindestens 6°, und in 
den Versuchen mit Nieren-saft nach 1 Tage etwa 5°,, mit Leber-saft 
26,5°,, des Phosphats in Freiheit gesetzt. 

Obgleich alle Versuche mit dem di-phenyl-phosphorsauren Salz 
ganz eindeutig im positiven Sinne ausgefallen sind, miissen doch noch 
Versuche mit anderen sekundaren Phosphorsadure-estern, auch solchen 
der aliphatischen Reihe, ausgefiihrt werden, um festzustellen, wie grofi 
die Verbreitung der darauf ansprechenden Phosphatase ist. Unterschiede 
zwischen aliphatischen und aromatischen Substraten kénnten dabei 
obwalten; das ware méglich im Hinblick auf die Affinitaétsverhaltnisse 
des Ferments, die z. B. nach B. Helferich, R. Gootz und G. Sparmberg* 
fiir aliphatische und aromatische Glykoside recht ungleich sein kénnen. 
Auch ein Bedarf an Coferment ist dabei in Erwaigung zu ziehen. Unent- 
schieden ist, ob der enzymatische Abbau des Di-phenylphosphats in 
zwei Stufen erfolgt, d.h. ob zunachst der Mono-phenylester auftritt : 
nach allen Erfahrungen sollte man einen solchen Verlauf erwarten 


1 Die Angaben betreffen den mono-substituierten Ester, fiir Dipheny!- 
phosphat fehlen die Daten. 
2 B. Helferich, R. Gootz u. G. Sparmberg, H. 205, 201, 1932. 
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Versuchsteil. 
A. Fructose-mono-phosphorsdure. 
Die Darstellung der Substanz geschah nach Vorschrift ! durch Hydrolyse 
von reinem hexose-di-phosphorsaurem Calcium mit Oxalsiure. Bereitet 
wurde das Barium-Salz, das fiir die enzymatischen Versuche durch Um- 


setzung mit der berechneten Menge Natrium-sulfat in das Natriumsalz 
ubergefiihrt wurde. 


I. Versuche mit Taka-phosphatase. 

Als Substrat benutzte ich eine 1°,ige Lésung des Natrium-salzes, der 
das Enzymmaterial in fester Form zugesetzt wurde. Als Kontrollen diente 
je eine Lésung des Ferments in Wasser und eine reine wasserige Lésung des 
Ester-salzes. Die Ansaétze wurden bei 37° im Brutschrank belassen. 

Die Phosphat-abspaltung wurde kolorimetrisch verfolgt, indem jeweils 
3cem Reaktionsgemisch mit Ilecem 10°,iger Trichloressigsiure versetzt 
und aliquote Teile des auf ein bestimmtes Volumen verdiinnten Filtrats 
zur P-Bestimmung verwendet wurden. 


Ansatze. 
1. 50,0cem 1°, ige Natriumsalz-lésung, 
0,5 g Taka-phosphatase, 
10ecem Toluol. 
50,0 cem H,O 
0,5 g Taka-phosphatase, 
1,0cem Toluol. 


to 


3. 10,0cem 1°,ige Natriumsalz-lésung, 
0.2. ,,. Toluol. 
Tabelle I. 
In leem Natriumsalz-lésung waren 0,850 mg organisch gebundener P 
enthalten. 





Aus leem Versuchslisung 


Zeit abgespaltene Menge P in mg Salz allein Hydrolyse 
in 
1 2 3 
Anfangs. ... 0,215 0,190 3,0 
Nach 1 Tag — 0,743 0,202 | a 64,0 
» 2 Tagen. : 0,868 0,217 seeniie 77,0 
he ee 0,900 0,200 | st teeatans 82,0 
ae Sar ne 0,882 0,198 80,0 


II. Versuche mit Hefen-mazerationssaft. 


Der Hefen-saft war durch dreistiindige Digestion von | Teil Trocken- 
unterhefe (Patzenhofer) mit 3 Teilen Wasser bei 37° gewonnen. 


1 ©. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432, 1918; C. Neuberg u. M. Kobel, 
in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente 3, 406, 1928. 


27* 
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Ansdtze. 


1. 25,0cem 1°,ige Na-salz-lésung, 2. 0,5eem Hefensaft, 
0,5 ,, Hefensaft, 29,5 ,, H,O, 
4,5 .,, H,O, 10 ., Toluol. 
10 ,,  Toluol. 

3. 25,0cem 1°, ige Na-salz-losung, 4. 1,0ccm Hefensaft, 
1,0 ,, Hefensaft, 29,0 , H,O, 
4,0 ,, H,O, 10 ., Toluol. 
10 ,, Toluol. 

5. 25,0cem 1° ige Na-salz-lésung, 6. 1,5cem Hefensaft, 
15 ,, Hefensaft, 28,5 ., H,O, 
3,5 ,, H,O, 10 ,, Toluol. 
10 ,, Toluol. 

7. 25,0cem 1°,ige Na-salz-lésung, 8. 2,5ccm Hefensaft, 
2,5 .,, Hefensaft, 27,5 . H,O, 
ae oy MeV, 10 > ,,  Toluol. 
10 ,,  Toluol. 

9. 25,0cem 1°,ige Na-salz-lésung, 10. 5,0 cem Hefensaft, 
5,0 ,, Hefensaft, 25,0 ,, H,O, 
1,0 ,, Toluol. 10 > ,,  Toluol. 


11. 25,0cem 1°,ige Na-salz-lésung, 
50 , Hv, 
10 ., Toluol. 


Tabelle Il. 


In leem Natriumsalz-lésung waren 0,833 mg organisch gebundener [P 
; £ £ £ 

enthalten. In leem Versuchslésung waren somit 0,694 mg _ organisch 
gebundener P in Form des Substrats enthalten. 





P Aus leem Versuchslisung Hydrolyse 
Zeit abgespaltene Menge P in mg “in 
] 2 
pO eee Suet 0,069 0.063 09 
Pe Rg. se we 0.133 0,066 9,7 
» 2 Tagen. Co agaae 0,155 0,063 13,3 
et ‘ sgn Poe 0,177 0.064 16.3 
5 ges , 0,173 0,066 15,4 
3 4 
Auieegs.. - >... , 0,117 0,108 1,3 
fe: eee : 0,291 0,121 24,5 
» 2 Tagen. ree 0,309 0,121 27.1 
4 “ aT vo : 0.333 0,123 30,3 
ge OS ae 0,363 0,126 34,2 
Ag, ae ph igtemen nates 0,370 0,126 35,2 


Anf: 
Nac 


Anf: 
Nae 


Anf 
Nae 


In 


Anf 


Nac 
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Aus leem Versuchslisung Hydrolyse 
abgespaltene Menge P in mg in ° 


5 6 


Anfangs. . eae 0,191 
Nach 1 Tag . ‘age > ae 0,409 
» 2 Tagen . i , ee 
s 4 . ae a; 049% 

‘ 0,516 

0,516 


IR ol ies. .e Vi 0,702 
Nach 1 Tag... oO ; 0,684 
2 Tagen. . ; 0,593 
 /. +> 0,360 


” 


10 


Anfangs. . er ett a : 0,988 
Nach 1 Tag “— 667 0,988 
» o agen. . ey D5 0,871 
‘i pees ; ; sot 0,628 


Unverandert 


Ill. Versuche mit frischer Ober-Hefe (Sinner). 


Ansdtze. 
. 50,0 cem 1°, ige Na-Salz-lésung, 
2,0 g Sinner-Hefe, 
2,0cem Toluol. 
2. 50,0 cem H,O, 
2.0g Sinner-Hefe, 
2,0cem Toluol. 
3. 25,0 cem 1°,ige Na-Salz-lésung, 
10 ,, Toluol. 
Tabelle III. 


In 1 eem Na-Salz-lésung waren 0,833 mg organisch gebundener P enthalten. 





Aus l ecem Versuchslisung Salz allein 
abgespaltene Menge P in mg Hydrolyse 
- — in %/9 
1 2 3 


ee 0,044 0,022 unverandert 3,0 
b> ae 0,706 0,069 76,0 
ee 0,836 0,083 . 90,0 


3 0,853 0.091 i 91,0 
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B. Di-phenyl-ortho-phosphorsdure. 


Die Darstellung des reinen di-phenyl-ortho-phosphorsauren Bariums 
[(CgsH,;O),. PO. O)}, Ba, erfolgte gemaB den Angaben der Literatur!. Di 
Substanz wurde zur Kontrolle analysiert. 


0,2061 g Substanz lieferten 0,0760 g BaSQ,. 


0,2137¢  ., . 0.0754 g¢ Mg,P,0,. 
CoH P20, Ba. Ber.: Ba = 21,61%. P = 9,77°,; 
(635,6) gef.: Ba Shyte fee x = O88, 


Fiir die Enzymversuche wurde das Mono-Kalium-salz der Di-pheny! 
phosphorsaure, (C,H; .O),PO.OK angewendet, das kurz vor Anstelluny 
der Experimente durch Umsetzung des Barium-salzes mit K,S Oy, als 1° Qige 
Lésung bereitet wurde. 

Enzymatische Spaltungen. Quantitativ verfolgt wurde die fermentative 
Hydrolyse durch Pilz-phosphatase (Taka-phosphatase sowie durch ,,Luizym* 
Extrakt), ferner durch tierische Phosphatase (Mazerationssifte aus Kanin 
chenleber und -niere). 

Die Substratkonzentration der bei 37° aufbewahrten Versuchsansatze 
wurde zu 0,5°,, gewahlt. 

Das abgespaltene Phenol wurde nach Kossler-Penny-Neuberg?, das in 
Freiheit gesetzte Phosphat kolorimetrisch ermittelt. 


I. Versuche mit Pilz-phosphatase. 
a) (@aka-phosphatase. 


1. 100 cem 1°, ige Kaliumsalz-lésung, 
100 =,,_ ~+H,O, 
2 g Taka-phosphatase, 
4 cem Toluol. 


2. 100 cem H,O, 
1 g Taka-phosphatase, 
2 eem Toluol. 


3. 25 cem 1°,ige Kaliumsalz-lésung, 
25 , =8,O, 
1,0 ,,  Toluol. 


Zwecks Entkeimung wurden die Ansatze vor der Toluolzugabe durch 
ein Seitz-Filter gepreBt. 


1 ©. Neuberg u. E. Simon, in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der 
Fermente 8, 424, 1928. 
2 Siehe C. Neuberg, Der Harn, 1911, S. 476. 
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Tabelle IV *. 


In 1 cem Versuchslésung sind 0,538 mg P und 3,263 mg Phenol in organischet 
Bindung vorhanden. 





Pro eem Pro cem . 

Versuchslisung Versuchslisung Abgespaltener Abgespaltenes 

abgespaltener P | abgespaltenes Phenol I Phenol 
mg mg %lo * 


\nfangs. . . 0 0 0 
Nach 5S8td. . 0.0241 keine Bestimmungen 4,45 


a Tag . 0,1145 : . 21,28 - 
Tagen 0,1794 0.9904 33,35 30,36 
m > 0.2969 1,481 55,19 45,39 
= 0,3380 2,014 62,82 61,71 

Das pu der Ansiatze lag bei 6 bis 7. 

Zu Beginn und bei Beendigung des Versuchs entnommene Proben 
zeigten keinerlei Bakterienwachstum unter aeroben und anaeroben Be- 
dingungen. 

b) Luizym. 

20ecem_ ,,Luizym‘‘-Extrakt blieben mit 300cem H,O nebst 3 ccm 
Toluol 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, darauf wurde die F liissig- 
keit zentrifugiert und durch eine Seitzsche Entkeimungsschicht filtriert. 
Die Substratlésung war durch zweimal zweistiindiges Erhitzen im Dampf- 
topf sterilisiert. 

is 
100 cem 1°,ige Kaliumsalz-lésung. 
100 ,, Ferment-lésung, 
3 ,,  Toluol. 


2. (Parallelansatz zu 1.) 
100 cem 1°,ige Kaliumsalz-lésung. 
100 ,, Ferment-lésung, 
3 ,,  Toluol. 
Tabelle V. 


In Il cem Versuchslésung sind 3,263 mg gebundenes Phenol enthalten. 





Pro ecm Versuchslésung Abges 3 P 
J aspaltenes Phenol in °/, 
abgespaltenes Phenol in mg Sop , 


Zeit 


1 2 1 


BN Sc as ke 0 0 0 

Nach 20 Std. .... 0,2162 0,1974 6,63 
Re 3 Tagen 0,6174 0.5798 18,92 
a . rae y 1,1423 1,1047 35,03 

12 ee 1,471 1,449 45,08 


” 


Zu Beginn und bei Beendigung des Versuchs entnommene Proben 
erwiesen sich als véllig keimfrei. 


* Die P-Werte sind durch Abzug des in Ansatz 2 ermittelten Phosphats 
erhalten. Ansatz 3 blieb in dieser Serie wie in allen entsprechenden 
Fallen wahrend der ganzen Versuchsdauer unverandert. 
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Il. Versuche mit tierischem Organferment. 
a) Saft aus Kaninchenniere. 


33 g aseptisch entnommenes Organ wurden zerkleinert und mit 100 ec: 
physiologischer Kochsalzlésung sowie 3 ccm Toluol 5 Stunden bei Zimme: 
temperatur, darauf 40 Stunden im Ejisschrank digeriert, sodann schai 





zentrifugiert und durch ein Entkeimungsfilter abgesaugt. ee 
1. 75 eem 1°,ige Kaliumsalz-lésung, . 
75 » Nierenenzymlésung, ” 
3 »  Toluol. ” 
2. 20 cem Nierenenzymlésung, 
20 » H,O, 
0.8 ,, Toluol. ana 
3. 25 cem 1° ,ige Kaliumsalz-lésung, 
25 os 0, 
l ss Toluol. 
1” . "y* 
Tabe lle J I e aus 
Pro cem Pro ecm fer1 
: Versuchslisung Versuchslésung Abgespaltener Abgespaltenes . 
Zeit abgespaltener P abgespaltenes Phenol I Phenol Ver 
mg mg 5 9p 
stil 
Anfangs. . . 0 0 0 0 : 
Nach 5Std. . 0,0169 keine Bestimmungen 3,13 - Pil: 
» ATag . 0,0255 ‘s . 4,80 - tier 
. 2 Tagen 0,0385 " % 7,16 “= 
a ee 0,1091 . - 20,28 -- 
et ee 0.1781 1,135 33,10 34,77 


Das pu der Ansitze lag bei 6 bis 7. Bakterienwachstum war in keiner 
der anfangs und bei Versuchsabschlu8 entnommenen Proben festzustellen. 


b) Saft aus Kaninchenleber. 

200 g Leberbrei wurden mit 600 ccm physiologischer Kochsalzlésung 
und 12ccem Toluol 5 Stunden bei Zimmertemperatur, alsdann 40 Stunden 
im Eisschrank mazeriert, darauf zentrifugiert und durch ein steriles 
Filter gegeben. 

1. 100cem 1°, ige Kaliumsalz-lésung, 

100 ,, Leberenzym, 
4 ,,  Toluol. 


2. 100 ccm Leberenzym, 
100 ,, H,O, 
4 ,, Toluol. 
3. 25cem 1° ,ige Kaliumsalz-lésung, 
25 ., H,O, 
1 ,, Toluol. 


* Siehe FuBnote Tabelle IV. 
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Tabelle V1II*. 





Pro cem Pro cem 
Versuchslisung Versuchslisung 
abgespaltener P abgespaltenes Phenol 

mg mg 


Abgespaltener Abgespaltenes 
4 Phenol 


0 


Antfangs . , 0 0 0 
Nach 5Std. . 0,0994 keine Bestimmungen 1,74 
>» Dae. 0,1424 . - 26,47 
» 2 Tagen 0,2549 1.5966 47,38 45,90 
a 0,3194 1,9510 59,37 59,65 
eo 0,3591 2,0685 66,75 63,39 
Das pu der Ansatze lag bei 6 bis 7. Die Priifungen auf aerobes und 
anaerobes Bakterienwachstum verliefen auch in diesen Versuchen negativ. 


Zusammenfassung. 


Fructose-mono-phosphorsaures Natrium wurde durch Phosphatase 
aus Aspergillus oryzae sowie aus Saft von untergariger Hefe und 
ferner durch die Phosphatase der obergarigen Hefe je nach den 
Versuchsbedingungen bis zu 80 bis 97° zerlegt. 

Das di-phenyl-ortho-phosphorsaure Kalium wurde, in Uberein- 
stimmung mit den Feststellungen von Neuberg und Wagner, durch die 
Pilz-phosphatase in einem Umfang von 44,5 bis 62°, gespalten, wahrend 


tierische Phosphatase Hydrolyse zu 35 bis 63°/, herbeifiihrté. 


* Siehe FuBnote Tabelle IV. 














Jodgehalt der Nahrung und Kropf hiufigkeit. 
Von 
L. Scheffer. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Pécs.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1932.) 


Ein ursachlicher Zusammenhang zwischen dem Jod der Umwelt 
und dem Auftreten des Kropfes wurde bereits von Chatin! postuliert, 
in der Weise, daB das Auftreten des endemischen Kropfes in mangel- 
hafter Jodversorgung des Organismus seine Erklarung findet. Um die 
Richtigkeit dieser Theorie zu erweisen, miissen zwei Bedingungen erfiillt 
sein: an Orten, wo der Kropf endemisch ist, muB eine Verarmung der 
Umwelt an Jod vorhanden sein, andererseits muB der Kropf auf Ver- 
abreichung physiologischer Jodmengen verschwinden bzw. die statisti- 
sche Haufigkeit des Kropfes sich unter diesen Umstanden vermindern?. 

Die biochemische Forschung erstreckt sich auf dies erste Postulat, 
d. h. sie ist bestrebt, aufzudecken, ob ein Zusammenhang zwischen dem 
Auftreten des Kropfes und der Verminderung des Umweltjods tatsachlich 
besteht. Um eine Verminderung der Umwelt an Jod konstatieren zu 
k6énnen, ist es unbedingt notwendig, daB die Normalwerte verschiedener 
kropffreien Gegenden bestimmt werden. In dieser Hinsicht interessiert 
uns in erster Linie der Jodgehalt der Nahrungsmittel und der Trink- 
wiasser, aus welchen das Jod in den Organismus gelangt. Als MaB des 
Jodbedarfs kann also die tagliche Jodzufuhr gelten, d. h. jene Jodmenge, 
die man taglich mit der Nahrung unter normalen Umstanden auf- 
nimmt. Diese Menge wurde von v. Fellenberg' in dem kropffreien 
La Chaux-de-Fonds zu 31,3 y Jod pro Tag berechnet. J. Bodnar und 
J. Straub® schitzen den taglichen Jodbedarf des Organismus auf 40 
bis 50 y. Nach Kieferle4 braucht der Mensch taglich etwas weniger als 


1 Th. v. Fellenberg, Ergebn. d. Physiol. 25, 286, 1926. 

2 Siehe in dieser Beziehung die ausfiihrliche Zusammenstellung von 
G. Occhipinti u. L. Castaldi, Scritti biol. 2, 160, 1928. Ausfiihrliche Literatur. 

3 J. Bodnar u. J. Straub, diese Zeitschr. 227, 237, 1930. 

4 F. Kieferle, Textbeilage zur ..Klin. Wochenschr.** Nr. 47, 90. Vers. 
d. Naturf. u. Arzte 8S. 957, 1928. 
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100 y Jod. Man kann dementsprechend sagen, daB der normale tagliche 


Jodbedarf zwischen 30 bis 100 y variiert, d.h. daB dort, wo taglich 
30 bis 100 y Jod durch Nahrung und Getrinke zur Verfiigung stehen, 


von einem Mangel der Umwelt an Jod nicht die Rede sein kann. 

Eine Forderung fiir die Giiltigkeit der Jodmangeltheorie ist — 
wie gesagt — die Feststellung niedrigerer Jodwerte an jenen Orten, 
wo der Kropf haufig vorkommt. In dieser Hinsicht scheint unsere 
ungarische Universitatsstadt Pécs fiir solche Untersuchungen sehr 
geeignet. Nach J. Rutich! ist Pécs eine Kropfgegend: Rutich fand bei 
Kindern 13,7°,, bei Erwachsenen 8,8°, Kropf. Der gréBere Teil dieser 
Krépfe (87°) war symptomlos; in 7°, der Faille war eine Hyperthyreose 
und in 6°, waren Basedow-Symptome zu beobachten. Kretinismus 
kommt nicht vor. Demnach ist Pécs als eine ausgesprochene Kropf- 
gegend zu betrachten, und so war es zu erwarten, daB, falls der Jod- 
mangeltheorie allgemeine Giltigkeit zukommt, die Nahrungsmittel 
und Trinkwasser von Pécs jodirmer sind als diejenigen, welche aus 
kropffreien Gegenden stammen und durch v. Fellenberg?, Bodnar und 
Straub®, Scharrer und Schwaibold* und Bleyer® untersucht sind. Wir 
haben daher das Leitungswasser und die Nahrungsmittel der Bevélkerung 
von Pécs auf ihren Jodgehalt untersucht und berichten iiber das Er- 
gebnis im folgenden. 


Methodik. | 

Die Bestimmungen wurden mit der von mir beschriebenen Mikro- 
methodik® ausgefiihrt. Wir ergreifen gerne hier die Gelegenheit, einige 
wichtige Punkte der Methodik naher zu besprechen. Es mu8 wohl nicht 
besonders betont werden, daB alle benutzten Reagenzien in der von 
v. Fellenberg gegebenen Weise gereinigt werden miissen. 

Es wurde immer Kalilauge zur Veraschung benutzt. Die Substanz 
wird in frischem oder in trockenem Zustande mit Kalilauge am Wasserbad 
oder an einer elektrisch geheizten Platte digeriert, eingetrocknet und auf 
das Sandbad gebracht. Die Menge der Kalilauge wurde ein wenig héher 
gewahlt, wie es in der Originalbeschreibung angegeben ist, wir haben 
nimlich 1 bis 10 cem 33° ig. Kaliumhydroxyd je nach der Menge der 
organischen Substanz angewandt. Eine Erhéhung der benutzten Kali- 
laugemenge bewirkt eine schnellere und vollsténdigere Veraschung. Wie 
wir in der Originalarbeit bereits mitgeteilt haben, stért das Ubrigbleiben 
einiger Kohlepartikeln die Bestimmung nicht im geringsten. Wichtig ist, 
daB das aus der Schmelze gewonnene alkoholische Extrakt wasserklar sei. 
Ist es braunlich oder gar dunkelbraun, dann beweist das, daB nicht nur 


J. Rutich, A strumaré6l, kiil6nés tekintettel Pécs varoséra. Pées 1926. 
2 v. Fellenberg, 1. c. 
3 Bodnar u. Straub, |. c. 
4 Scharrer u. Schwaibold, diese Zeitschr. 195, 223, 1928. 
5 B. Bleyer, ebendaselbst 170, 265, 1926. 
® L. Scheffer, ebendaselbst 228, 426, 1930. 
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einige Kohlepartikeln, sondern auch Teerprodukte vorhanden ware: 

daB also die Substanz noch nicht einmal die allererste Phase der Verbrennun 

durchgemacht hat. Unter solchen Verhaltnissen ist eine Jodbestimmuny 
so gut wie unmdéglich, und deshalb kénnen wir nicht verstehen, wie « 

H. Courth' gelungen ist, in einem solchen Extrakt eine Bestimmung « 

Jods tiberhaupt vorzunehmen. Ist die Verkohlung der Substanz erreicht 
so wird sie mit einigen Tropfen destillierten Wassers angefeuchtet, dies« 

Verfahren ist wenn nétig mehrmals zu wiederholen. Wenn es sic}, 
um gr6éBere organische Fliissigkeitsmengen handelt, wie 100 bis 200 cen 
Urin oder Milch, oder um gréBere Substanzmengen, wie 5 bis 10 g trockenes 
Gemiise oder Fleisch, dann wird zunidchst nach Zusatz der Kalilauge in 
einer gréBeren Schale bis zur Kohle verbrannt, dann nimmt man die ganze 
Masse drei- bis viermal mit mdéglichst wenig Wasser auf und _ iibertragt 
sie in eine kleinere Nickelschale, trocknet ein und fahrt mit der Veraschung 
mit aufgelegtem Deckel am Sandbad fort. Die Schmelze beginnt nach 
etwa 20 bis 30 Minuten sich aufzuhellen. Die Veraschung wird beschleunigt. 
wenn man einigemal mit destilliertem Wasser anfeuchtet. In dieser Weise 
kénnen alle Substanzen nahezu vollstandig verascht werden: das Vor 
handensein einiger Kohlepartikeln stért wie gesagt die Bestimmung 
nicht, denn der Alkoholextrakt aus einer solchen Schmelze ist wasserklar. 


Die Dauer einer Veraschung ist durch die Menge und Qualitét der zu 
verbrennenden Substanzen bedingt, sie nimmt im allgemeinen 3 bis 
10 Stunden in Anspruch. Handelt es sich um besonders groBe Mengen 
und schwer verbrennbare Substanzen, so verfahren wir so, da wir die 
bereits trockene und teilweise verkohlte Schmelze nach dem Erkalten mit 
Wasser digerieren, wieder eintrocknen und weiter verbrennen und dieses 
Verfahren eventuell noch einmal wiederholen. Das zweite Mal kann die 
Masse mit dem Wasser wie oben beschrieben schon in den kleineren 
Tiegel iiberfiihrt werden. In solchen Fallen kann die Veraschung bis zu 
16 Stunden dauern. Nach Erreichung der vollsténdigen Veraschung fiahrt 
man fort, wie es an anderer Stelle angegeben ist ?. 


Dazu sei noch bemerkt, daB bei ganz kleinen Jodmengen (1 bis 10 ») 
zur Ausschiittlung kleinere Tetrachlorkohlenstoffmengen geniigen als in 
der Originalvorschrift angegeben, und zwar fiir die einzelnen Ausschiitt- 
lungen: 1,0, 0,5, 0,3, 0,2 cem. Die Chlorkalklésung, die man zur Oxydation 
des ausgeschiittelten Jods verwendet, darf héchstens 2 Tage alt sein, und 
die frisch bereitete Lésung soll durch feuchte Watte filtriert werden’. 


' H. Courth, diese Zeitschr. 232, 310, 1931. 

2 L. Scheffer, 1. ¢. 

3 Wenn Courth (l.c.) meint, daB die von mir ,,beschriebene offene 
alkalische Verbrennungsmethode in ihrem Prinzip nichts Neues bringt**. 
so will ich ihm gerne beipflichten, doch wird bekanntlich die Brauchbarkeit 
einer Methode seltener durch die Neuheit ihres Prinzips als von den Einzel- 
heiten der Ausfiihrung bedingt. Um zu zeigen, daB die fehlerhafte Bestimmung 
von Courth nicht durch die Unvollkommenheit meiner Methode bedingt 
ist und daB diese auch dann gute Ergebnisse liefert, wenn es sich um die 
,,lsolierung des schwer zerstérbaren EiweiBjods** handelt, will ich im fol- 
genden nicht nur das Ergebnis, sondern auch den Gang einer Jodbestim- 
mung wiedergeben, ausgefiihrt in gleicher Menge und Substanz (Schilddriise), 
in welcher ihm die Bestimmung miBlang: 
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Alle unsere Bestimmungen hatten wir doppelt ausgefiihrt, und zwar 
nicht nur die eigentliche Jodbestimmung, sondern auch die Veraschung 
wurde stets parallel ausgefiihrt, was fiir die Richtigkeit der Jodwerte die 
sicherste Gewahr leistet, weil doch Jodverluste nur wahrend der Ver- 
aschung vorkommen kénnen. 

Den Jodgehalt der wichtigsten, in Pécs genossenen Nahrungsmitte] 
teilen wir in der Tabelle I mit: zum Vergleich haben wir auch die von 
anderen Autoren fiir die gleichen Nahrungsmittel gewonnenen Werte 
aufgezeichnet. 

Tabelle I. 





Jodgehalt des Nahrungsmittels pro kg in } 


Untersuchte 
Nahrungsmittel 


eigene 
Unter- 
suchangen 


Literaturangaben 


nach nach nach nach 


in Pées Straub v. Fellenberg Scharrer Bleyer 


1,2 


Trinkwasser. . . . 45 : 1,.4—3.08 9 
330,0 


Spinat 263,6 - 345 

Kohl . 246.9 6.0 

Kohlraben < 85.9 - 

Bohnen (trocken) 264,0 20—30 90 

Kartoffel . 83,5 11—18 59 34.0 

Brot 103.0 115.0, 70,0 
75,0, 92,0 

142.0 

25,0, 35,0, 30,0, 

40,0, 32,0 


120.0 


Brotmehl . - 
88.9 53, 89, 71 


Rindfleisch 92.0 
20,0 190,0 
670,0 


Hafer 622.0 

Heu . 3 943,0 

ee Ws a eS 68,0 - iz. 2 
63, 75. 80. 

37,0 40—70 

84.0 20 


304 


22, 27, 54, 65, 


108, 
140, 175, 404 
30, 38 
4,8, 6 


Mileh 
Sauerkraut 


Untersuchungsmaterial 1,0 g. Schilddriisenpulver. Verascht mit 1 com 33° ig. 


Kaliumhydroxyd. Gang der Parallelveraschung. 


1200’: Beginn der Veraschung. 

12525’: Verfliissigt. 

12435’: Verkohlt. 

1240’: 3 Tropfen destillierten Wassers hinzugefiigt. 

13°05’: 3 Tropfen destillierten Wassers hinzugefiigt. 

13"45’: Umwandeln in Kaliumcarbonat mittels Ammoniumearbonat. 

1400’: Eingetrocknet. 

15°15’: Mit destilliertem Wasser angefeuchtet und Verbrennung fort- 

gesetzt. 

1645’: 

Die zwei Parallelbestimmungen ergaben 3454 bzw. 3632 y Jod, was 
mit dem Wert von Courth (3569 y), gewonnen mit der Pfeiferschen Methode, 
geradezu identisch ist. Aus demselben Schilddriisenpulver wurde in gleicher 
Weise !/,, Substanzmenge verarbeitet. Der Jodgehalt fiir 0.1 g Schild- 
driisenpulver betrug: 351,8 bzw. 344.2 y Jod. 


Veraschung beendet. 
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Aus der Tabelle I geht hervor, daB die aus Pécs stammende; 
Nahrungsmittel einen Jodgehalt besitzen, der sicher nicht als ver 
mindert betrachtet werden kann. Das Leitungswasser von Pécs ent 
halt 4,5 y Jod pro Liter. Straub! hatte in demselben Wasser mit de; 
v. Fellenbergschen Methode 0,3 y Jod pro Liter erhalten. In diesem 
Zusammenhang sei erwahnt, daB Orr, Gudden und Dundas? durch 
Untersuchung der englischen Trinkwasser keinen Zusammenhang 
zwischen Kropf und Jodgehalt der Trinkwasser gefunden haben 
dagegen machen sie auf methodische Fehler aufmerksam, die bei de: 
alkoholischen Extraktion der Salzmasse nach der Methode von v. Fellen- 
berg entstehen und einen verminderten Jodgehalt vortauschen kénnen. 
Es ist sehr wahrscheinlich, daB solche Momente auch bei der Be- 
stimmung von Straub mitgespielt haben. 

Unter den Nahrungsmitteln ist der hohe Jodgehalt der Vegetabilien 
besonders auffallend. Wahrend unsere Jodbestimmungen in tierischen 
Produkten mit den Literaturangaben leidlich iibereinstimmende Werte 
ergaben, fanden wir in den Vegetabilien wesentlich mehr Jod als 
v. Fellenberg*, und Bodndr und Straub4. Die von Scharrer, Schwai- 
bold® und Bleyer® gefundenen Jodwerte zeigen mit den unserigen eine 
ziemliche Ubereinstimmung. Dies erklart sich, daB wahrend der langen 
Veraschung von Vegetabilien Jodverluste leichter vorkommen kénnen, 
wenn man die nétigen VorsichtsmaBregeln nicht kennt oder beachtet. 
Aus unseren Ergebnissen ist ohne weiteres zu ersehen, daB von einer 
Jodarmut der untersuchten Nahrungsmittel keine Rede sein kann. 

Wenn wir aus den Daten der Tabelle I die durchschnittliche tagliche 
Jodaufnahme durch eine schematische Speisekarte berechnen wollen, 
dann erhalten wir die in der Tabelle Il aufgezeichneten Werte. 


Tabelle Il. 





Durch die Nahrungsmittel 
eingefiihrte Jodmenge 
pro Tag in 7 


Taglicher 
Nahrungsmittelverbrauch 


OS ee ee 30.8 
200g Kartoffel. ...... 16,8 
200¢ Gemiise . ... . ; 28,0 
400cem Milch. . ..... 14,8 
1500 cem Wasser . ae eter 6,7 
e ae es 4 ae 4,0 
100g Rindfleisch. . . . ' " §9 

Zusammen: 110.0 


1 J. Straub, Népegészségiigy 9, 376. 1928. 
2 Orr, Gudden u. Dundas, The J. of Hyg. 27, 197, 1928. 
3 vy. Fellenberg, |. c. 
4 Bodnar u. Straub, |. ¢. 
5 Scharrer u. Schwaibold, |. c. 
Bleyer, \.c. 
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Daraus ergibt sich, daB die tagliche Jodaufnahme eines Menschen 
in Pécs auf ungefahr 110 y Jod geschitzt werden kann. Dies ware 
fast die vierfache Menge der durch v. Fellenberg fiir die kropffreie Stadt 
La Chaux-de-Fonds berechnete tagliche Jodmenge (31 y) und wenn 
auch v. Fellenberg' selbst meint, daB ,,wegen der unvermeidlichen 
Analysenfehler mégen diese Zahlen alle eher etwas zu niedrig aus- 
gefallen sein‘, so ist die Tatsache kaum zu leugnen, daB die mit Kropf 
behaftete Bevélkerung von Pécs eine Nahrung mit auffallend hohem Jod- 
gehalt genieBt, was der Jodmangeltheorie entschieden widerspricht. 

Der Zusammenhang zwischen Jodarmut der Nahrung und Kropf- 
haufigkeit scheint also bei weitem nicht so einfach zu sein, als gemeinhin 
angenommen wird. Eine nachste wichtige Frage wire, ob zwischen 
der tatsichlich vom Organismus aufgenommenen Jodmenge und der 
Kropfhaufigkeit eine feste Beziehung besteht. Es ist namlich schon 
von v. Fellenberg! gezeigt worden, daB in den griinen Pflanzenteilen 
(z. B. Spinat), also in den jodreichsten Vegetabilien, die wir genieBen, 
neben resorbierbaren auch in ziemlicher Menge nicht resorbierbare 
Jodverbindungen vorkommen. Die Kenntnis des Jodgehalts der 
taglichen Nahrung gibt also nur tiber die dem Organismus zur Verfiigung 
stehenden Jodmengen eine Aufklirung, sie sagt aber nichts iiber die 
Menge des resorbierten Jods aus. Um dies zu entscheiden, muB noch die 
Nahrung auch daraufhin gepriift werden, ob aus ihr geniigende Jod- 
mengen resorbiert werden. Derartige Untersuchungen (Bilanzversuche) 
an Menschen sind bereits im Gange, und iiber das Ergebnis wird dem- 
nachst berichtet werden. 


Zusammenfassung. 

Es wurde gepriift, ob in Pécs, wo etwa 10°, der Bevélkerung mit 
Kropf behaftet ist, eine Jodarmut der Nahrung und des Trinkwassers 
nachweisbar ist. Es zeigte sich, daB sowohl das Trinkwasser wie die 
14 untersuchten tierischen und vegetabilen Nahrungsmittel einen recht 
hohen Jodgehalt zeigen, so daB die daraus berechnete tagliche Jod- 


aufnahme eines Menschen (110 y) etwa das Vierfache betrigt von der 
in der kropffreien Stadt La Chaux-de-Fonds (31 y). Die Jodmangel- 
theorie des Kropfes steht mit diesen Untersuchungen im Widerspruch. 


1 v. Fellenberg, 1. ¢. 
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Kndélichenbakterien und Phosphatidbildung bei Soja hispida. 
Von 
Bruno Rewald (Hamburg) und W. Riede (Bonn-Poppelsdorf). 


(Eingegangen am 28. Februar 1932.) 


Es ist seit langerer Zeit bekannt, daB die Schmetterlingsbliitler 
im Gegensatz zu anderen Kulturpflanzen Stickstoffsammler sind, daB 
sie mit Hilfe der in ihnen lebenden Bakterien den Luftstickstoff ver- 
arbeiten kénnen. Anfanglich ist aber das Bakterium Parasit, wird es 
von dem Schmetterlingsbliitler nicht am Eindringen verhindert, vor 
oder nach der Gallenbildung resorbiert, so kann sich ein symbiotisches 
Gleichgewicht einstellen: das Bakterium erhalt von der Papilionacee 
Kohlenhydrate (Zucker) und die Papilionacee von dem Bakterium 
EiweiB. In dieser Symbioseperiode bauen die Bakterien, die eine be- 
sondere Form angenommen haben, mit Hilfe freien Stickstoffs Kiweib- 
stoffe auf, indem sie die anderen notwendigen Elemente der Papionacee 
entnehmen. Standig erganzen die Bakterien in diesem Bakteroiden- 
stadium die von dem Wirt entzogene EiweiBsubstanz. 

Da einerseits durch Phosphor die Tatigkeit der Bakterien angeregt 
werden kann, andererseits der Samen der Soja reich an Phosphatiden 
ist (1,5 bis 2°), bestand die Méglichkeit, daB die Bakterien irgendeinen 
EinfluB auf das Vorkommen von organischen P-Verbindungen ausiiben. 
Zur Klarung dieser Fragen wurden eingehende Untersuchungen an 
Sojapflanzen vorgenommen, die teils mit, teils ohne Kndllchen auf- 
gezogen wurden. 

In dem Botanischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdorf wurden seit 1920 jahrlich Impfversuche mit Knéllchen- 
bakterien bei Soja durchgefiihrt; mit Naturimpferde, eigenen und 
kauflichen Reinkulturen. In den letzten Jahren wurden zu den Ver- 
suchen die Reinkulturen des Radicin-Instituts (Westerrade- Holstein) 
mit sehr gutem Erfolg verwendet. Stets fiihrte sachgemaiBe Impfung 
zur Ausbildung zahlreicher, gutentwickelter Knéllchen. Samenimpfung 
und Bodenimpfung hatten gute Erfolge; in der Praxis wiirde jedoch 
im allgemeinen der Samenimpfung der Vorzug zu geben sein. Es soll 
hier nicht auf Einzelergebnisse eingegangen, sondern nur kurz die 
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Frage der Ertragssteigerung durch Impfung angeschnitten werden. 
In Feldparzellen konnte durch Impfung niemals eine einwandfreie 
, Urtragssteigerung erzielt werden; selbst auf stickstoffarmen Béden 
zeigten die geimpften Pflanzen keinen iippigeren Wuchs und keine 
erhéhten Ertrage, obwohl sie viele gutentwickelte und bakteroiden- 
haltige Kndéllchen hatten. Da andere Versuchsansteller des 6fteren 
wesentlich erhéhte Ertrage an geimpften Pflanzen beobachteten, ist 
es notwendig, die Bedingungen zu finden, die auf den fiir den 
Anbau in Betracht kommenden Béden eine Ertragssteigerung herbei- 
fiihren. 


Der Stickstoffgewinn durch die Kndllchenbakterien scheint sicher 
zu sein. Ob sich aber durch wirksame Bakterien auf normalen Béden eine 
Ertragssteigerung erzielen 14Bt, mu zweifelhaft bleiben. Die Impfung 
behalt jedoch zur Stickstoffgewinnung fiir alle Béden und zur Ertrags- 
steigerung auf ganz armen Béden ihre Bedeutung. Da sowohl die inneren 
Bedingungen von Wirt und Bakterium (Ernaéhrungszustand, Abwehrkraft, 
Angriffskraft), als auch die Umweltbedingungen einen starken Einflu8 
auf die Entwicklung des Symbioseverhiiltnisses haben, ist es verstandlich, 
da8B die Stickstoffbindung unter Umstianden ausbleibt. Angriffskraft und 
Abwehrkraft miissen sich die Waage halten; ist das Bakterium zu stark, 
so bleibt es Parasit, ist der Wirt zu stark, so geht das Bakterium zugrunde. 
Aber gerade diese so verwickelten, ungeklirten Verhiltnisse legten den 
Gedanken nahe, da’ bei diesem Zusammenleben neben dem Stickstoff 
mdéglicherweise der Phosphor irgendeine Rolle spielt. Es sei hier nur noch 
kurz darauf hingewiesen, daB die Sojapflanzen auch ohne Impfung auf 
Béden, die noch nie Soja getragen haben, im zweiten oder auch erst im 
dritten Anbaujahr normale, bakteroidenhaltige Knéllchen ausbilden 
Welche europiaischen Kndéllchenbakterienrassen zur Infektion dieser ost- 
asiatischen Pflanze fahig sind oder werden, lieB sich noch nicht ermitteln. 

Die chemischen Untersuchungen betreffen einerseits die Knéllchen, 
andererseits die verschiedenen Teile der Sojapflanzen auf verschiedenen 
Entwicklungsstufen. Zuerst wurden die Kndéllchenbakterien einer 
chemischen Untersuchung unterzogen. Die Kndélichen wurden sorg- 
faltig von den Wurzeln befreit, an der Luft getrocknet und von an- 
haftender Erde befreit. Die gewonnene Masse wurde nach sorgfaltiger 
Zerkleinerung untersucht. Es konnten so 50g reiner Masse erhalten 
werden : 


a) In zwei Bestimmungen wurde der Gesamtaschegehalt festgestellt, 
er betrug 9,14 bzw. 9,17°,, also im Durchschnitt 9,155°,. 

b) Der Gesamtphosphorgehalt betrug 0,402 bzw. 0,400°,, im Durch- 
schnitt 0,401 °,. 

c) Der EiweiBgehalt wurde aus dem Gesamt-N-Gehalt berechnet. 
Hier k6nnen insofern kleine Fehler vorhanden sein, weil nicht aller ge- 
fundener N ohne weiteres auf EiweiB zu berechnen ist. Es wurden gefunden 
22,96 bzw. 23,08°,, EiweiB, im Durchschnitt 23,02 °%. 

d) Um den Gehalt an Fett und Phosphatiden zu ermitteln, wurde 
das Trockenpulver der Kndéllchenbakterien zuerst mit Ather erschépfend 
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extrahiert. Hierbei wurden nur 1,60°, Extrakt erhalten. Der reine Fett 
gehalt ist demnach auffallend gering. An die Atherextraktion schloB sic}; 
eine solche mit einem Gemisch aus 20 Teilen Alkohol und 80 Teilen Benzo! 


Hierbei wurden noch einmal 6,57°,, Extrakt erhalten, so daB insgesamts 
8,17°,, fettartige Substanzen extrahiert werden konnten. Der P-Gehalt 
dieses Extrakts wurde zu 0,836 bzw. 0,838", festgestellt, im Durchschnit' 
also zu 0,837°,5, was einem Phosphatidgehalt von fast genau 20°, ent 

spricht (auf Eigelblecithin berechnet). Diese Zahl ist relativ sehr hoch! 
Aus diesen Zahlen ergibt sich weiter, daB der Anteil des Lecithinphosphors 
am Gesamtphosphorgehalt der Knéllchenbakterien nur gering ist. Nur 
etwa 15°, des P sind als Lecithinphosphor vorhanden. 

e) Das Ol, das durch die kombinierte Extraktion gewonnen wird, 
ist eine zahfliissige, dunkelbraune Masse, mit einem eigentiimlichen Geruch 
(etwas an Knoblauch erinnernd). Es ist ein an der Luft sehr schnell ver- 
harzendes, trocknendes Ol, das nachher in den gebrauchlichsten Lésungs 
mitteln nicht mehr léslich ist. In diinner Schicht trocknet es sehr schnell 
zu einem Film, der glashart wie Harz wird; auch ihm mangelt natiirlich 
die Léslichkeit. Eine weitere Untersuchung soll Aufschlu8 iiber die Zu- 
sammensetzung dieses eigenartigen Ols geben. 


Es gelangten ferner sieben Samenproben verschiedener Stand- 
orte zur Untersuchung, von denen die ersten fiinf (Nr. 1 bis 5) keinen, 
die beiden letzten (Nr. 6 bis 7) infolge Impfung einen starken Knollchen- 
besatz aufwiesen. Wie aus nachstehender Tabelle I hervorgeht, kann 
ein wesentlicher EinfluB der Bakterien auf den Gehalt an Phosphatiden 
nicht festgestellt werden. Es wurde in allen Fallen so verfahren, daB 
die Extraktion mit Alkohol und Benzol im friher geschilderten Ver- 
haltnis vorgenommen wurde, und daB dann in dem so erhaltenen 
Extrakt der P-Gehalt bestimmt wurde, der dann auf Phosphatide um- 
gerechnet wurde. 


Wahrend sich also bei den P-Werten keine auffallenden 
Differenzen zeigten, wurden bei den N-Werten die schon bekannten 
Anreicherungen festgestellt, wenn diese Bakterien in ausreichenden 
Mengen an den Wurzeln vorhanden waren. Der Eiweibgehalt war 
wesentlich erhoht. 


Noch zwei andere Tatsachen sind an dieser Tabelle bemerkenswert. 
Einmal] die auch schon friiher beobachtete auffallende Konstanz der 
P-Werte! Welchen Schwankungen auch Eiwei8- und Olgehalt unter- 
liegen, die Menge der Phosphatide wird hierdurch in keiner Weise be- 
troffen. Ferner lassen obige Zahlen auch erkennen, da8 der Olgehalt 
der Bohnen in keinem Zusammenhang mit der Bakterientatigkeit steht, 
daB also nur zwischen EiweiBgehalt und Kndélichenbakterien eine 
Wechselwirkung zu beobachten ist. Amerikanische Autoren geben an, 
daB durch die Knéllchenbakterien der EiweiBgehalt der Samen vermehrt, 
der Fettgehalt vermindert wird. Diese negative Korrelation kann, aber 
muB nicht bestehen. 
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Fett Tabelle I. 
SICI 


nzo0!] Alkohol- und A 
NZO Benzol-Extrakt P im Extrakt Protein 
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anit 15,57 0,441 38.06 
ent 


korg 15,45 0,440 38,06 


hors 16,49 0,435 37,95 
Nur 16,70 0,442 37,84 


__ 15,85 0,452 36,65 
ren 15,90 0,449 36,76 
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ngs 15,80 0,448 35,87 
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Zu 15,95 0,427 36,50 
16,13 0,413 39,15 

ind- 16,05 0,425 39,00 
nen, 15,60 0,451 39,20 
1en- 15,45 0,450 39,09 
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Da die Soja im allgemeinen ihres Olgehalts wegen kultiviert wird, 


daf ist das Ergebnis sicherlich nicht ganz bedeutungslos, wenn auch natirlich 
das EiweiB als wertvolle Futtersubstanz immer sehr beachtlich bleiben 
wird. 


Jer- 
nen 


ay AuBer den reifen Samen standen auch die verschiedenen Teile 


griiner Pflanzen zur, Verfiigung, vgn denen die einen ‘mit, die anderen 
ohne Knéllchenbakterien gezogen waren. Auf die Analyse der Stengel 
und Blatter ausgereifter Pflanzen soll im nachsten Jahr nach neuen 
Versuchen eingegangen werden. Zuerst wurden der gesamte P- und 
EiweiBgehalt analysiert. Tabelle I] gibt AufschluB iiber die Ergebnisse 
der analysierten trockenen Teile griiner Pflanzen. . 
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art Tabelle II. 
Untersuchung der einzelnen Teile griiner Sojapflanzen zur Zeit des 
Bliihbeginns. 





a) Mit Knéllchen b) Ohne Kndélichen 


Blatter . . . . | 19,56°, Protein 0,8377% P. 12,76°, Protein 0,377 % P 
19,90 °,, 7 0,379 % P| 12,86% e 0,376 % P 
Stengel . .. . 8,30 % 0,241% P|) 7,88% . 0,241% P 
8,54 % 0.241% P| 8,00% * 0,245, P 
Wurzeln. . .. 5,46 % 0,151% P|} 480% - 0,150 % P 
5,46 % 0.151% P 480% 0,153 % P 

28* 
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Aus diesen Zahlen geht wiederum hervor, daB auch in der griinen 
Pflanze ein EinfluB der Knéllchenbakterien auf den Phosphorgehalt 
nicht eintritt, daB dagegen die EiweiBwerte — man beachte besonders 
die Ergebnisse bei den Blattern — sehr erheblich wachsen, wenn dic 
Pflanzen Kndélichen besitzen. 

Wahrend aber die Zahlen der Tabelle II noch nichts iiber den 
Phosphatidgehalt aussagen, da sie ja nur den Gesamtphosphorgehalt 
der einzelnen Pflanzenteile erliutern, zeigt Tabelle II1, daB auch, was 
ja nach dem Vorangehenden zu erwarten war, die Phosphatide in 
ihrer Menge durch die Bakterien nicht beeinflu8t werden. 


Tabelle III. 


P-Gehalt im Benzol- und Alkoholextrakt der griinen Pflanzenteile. 





a) Mit Knélichen b) Ohne Knélichen 
Blatter. . 0,420% P 105% Phosphatide | 0,421% P 10,5 % Phosphatide 
0,415 % P 0,425 % P 
Stengel. . wae 4 93% ms yey 9,38 % ‘ 
’ /O r yt /O : 
Wurzeln . 0,225°% P 563% , 0,228% P| 5,70% - 
0,230 % P 0,231 % P 


Aus den Untersuchungen ergibt sich demnach mit absoluter 
GewiBheit, daB die Knéllchenbakterien keinen EinfluB auf den Phos- 
phatid- und Olgehalt der Samen, Blatter, Stengel und Wurzeln der 
Sojapflanzen ausiiben. Eine Steigerung des EiweiBgehaltes 1aBt sich 
durch wirksame Kndéllchenbakterien erzielen. Mit dieser EiweiB- 
zunahme in den Samen braucht nicht eine Fettabnahme verbunden zu 
sein ; es handelt sich nicht um eine feste negative physiologische Korrela- 
tion. Wenn es auch wohl sicher ist, daB die Knéllchen fiir den EiweiB- 
gehalt aller Pflanzenteile und fiir den allgemeinen Stickstoffgewinn 
von Bedeutung sind, so gilt es doch, durch neue Versuche und Unter- 
suchungen das noch keineswegs geklarte Verhalten und Wirken der 
beiden Symbionten weiterhin zu erforschen. 


Die chemischen Analysen wurden von Herrn cand. phil. Héffling durch- 
gefiihrt. 
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Zur Brotfrage. 


Ill. Mitteilung': 
Uber die Ausnutzung des Kohlenhydrats der verschiedenen Brotsorten im 
Tierkérper. 


Von 


I. Abelin und A. Biderbost. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 29. Februar 1952.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die groBen Meinungsverschiedenheiten iiber den Nutzen und 
Schaden der einzelnen Brotsorten kénnten leichter tiberbriickt werden, 
wenn wir zuverlassigere Methoden der Wertbestimmung des Brotes 
hatten. In vielen Kreisen galt der Ausmahiungsgrad des Mehles als ein 
bestimmtes Kriterium fiir die biologische Leistungsfahigkeit des Brotes. 
Es wurde und es wird vielfach angenommen, daB ein etwas hoher aus- 
gemahlenes Mehl mehr wertvolle Bestandteile enthalte und ein héher- 
wertiges Brot liefere. Dieser Standpunkt laBt sich experimentell kaum 
begriinden. Der Tierversuch gibt gar keine Anhaltspunkte dafiir, daB 
etwa ein Mehl von 75%, Ausmahlung hoher einzuschatzen ware als ein 
solches von 60°. Man kann mit der Ausmahlung noch weiter gehen und 
trotzdem keinesfalls physiologisch wertvollere Mehle erzielen. Selbst 
beim Vollkornbrot, welches die besten Aussichten bietet, kann man 
manchmal trotz 100°%,iger Ausmahlung auf nicht so wertvolle Proben 
stoBen. Der Zusammenhang zwischen den backtechnischen und den 
chemischen Eigenschaften eines Mehles ist allgemein anerkannt. Jeder 
Backer weib, wieweit die Teigbereitung, das Backvolumen, die Schmack- 
haftigkeit, die Haltbarkeit des Brotes usw. von der feineren chemischen 
Beschaffenheit des Mehles abhingen. Es gibt eine Lehre und sogar 
eine Kunst, einem Meh] durch verschiedene Zusatze die ihm fehlenden 
physikalischen Eigenschaften zu verleihen. Was nun fir die technischen 
Eigenschaften eines Mehles gilt, gilt in eben solchem, wenn nicht in 


1 T. Mitteilung diese Zeitschr. 215, 162, 1929; II. Mitteilung ebendaselbst 
232, 278, 1931; vgl. auch Zeitschr. f. Kinderheilkde. 50, 465, 1930. 
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groBerem MaBstabe fiir dessen ernahrungsphysiologische Verwertbarkeit 
Wie in jedem Naturprodukt, wechselt dieselbe auch innerhalb de 
Mehlsorten sehr betrachtlich. Wahrend aber die physikalisch-chemische: 
Unzulanglichkeiten eines Mehles sofort zum Vorschein kommen, bleiben 


uns die physiologischen Mangel gréBtenteils unbekannt, denn die rein 
chemischen Priifungsmethoden und die Analysenzahlen sind fiir dic 


Beurteilung des Nahrwertes eines Mehles oder eines Brotes ungeniigend. 


Vorlaufig kann uns nur der Wachstumsversuch am Tier eine gewisse 
Einsicht in den biologischen Wert einer Brotsorte vermitteln. Eine 
derartige Priifung zeigt, daB das WeiBbrot das Wachstum und die 


Gesundheit von jungen Ratten nicht unterhalten kann. Die Tiere 
nehmen nur ganz langsam an Gewicht zu, erkranken bald und gehen 
nach 8 bis 10 Wochen ein. Ein nicht viel erfreulicheres Bild ergeben dic 
Fiitterungsversuche mit den héher ausgemahlenen Brotsorten. Ge- 
mischtes Brot mit einer Ausmahlung von etwa 65 bis 75°, noch starke1 
kleiehaltiges Brot, nach dem Steinmetz-Verfahren hergestelltes Brot usw. 
zeigen ein etwas besseres, aber im Grunde doch sehr ahnliches Ver- 
halten. Manchmal unterscheiden sich die Ergebnisse kaum von denen 
mit Weibbrot. Einzig und allein das Vollkornbrot, besonders wenn 
sein PhosphorsaureiiberschuB durch Zusatz von Ca teilweise aus- 
geglichen ist, vermag ein fast normales Wachstum der Tiere zu gewahr- 
leisten. Derartige, ausschlieBlich mit Vollkornbrot ernahrte Ratten 
unterscheiden sich auBerlich nicht von Normaltieren. Sie haben ein 
ihrem Alter entsprechendes Kérpergewicht, ein schénes, glinzendes 
Haarkleid und keine Stérungen in der Kérperhaltung und in der Be- 
weglichkeit. Nur die Fortpflanzung ist bei ihnen aufgehoben. 


Wie bereits in einer friiberen Abhandlung angefiihrt', ist diese 
Wirkung, des Vollkornbrotes deshalb beachtenswert, weil das Brot 
aus Vollmehl bzw. aus grob ausgemahlenem Mehl schlechter ausgenutzt 
werden soll, als etwa WeiBbrot. Dariiber liegen neben alteren Unter- 
suchungen von Paggiale®, solche von Rubner, Zuntz, v. Noorden, Neu- 
mann, Osborne- Mendel u.a.* vor. Hauptsachlich das EiweiB des Schwarz- 
brotes soll schlechter als das des WeiBbrotes ausgenutzt werden. Diese 
Versuchsergebnisse blieben, wie bekannt, nicht unwidersprochen. In 
sorgfaltig ausgefiihrten und langdauernden Versuchen konnte durch 
Hindhede u.a. nachgewiesen werden, da die Annahme einer sehr 
schlechten EiweiBausnutzung des Schwarzbrotes nicht ganz zutreffend 
ist. Der Organismus gewinnt scheinbar im Laufe der Zeit die Fahigkeit, 
sehr grob ausgemahlenes Meh] und sogar das noch teilweise in den 


1 Vgl. diese Zeitschr. 232, 278, 1931 
2 Paggiale, C.r. 37. 178, 1853. 
3 Vgl. v. Noorden-Salomon, Handb. d. Diadtetik 1, 403, 1920. 
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Zellhiillen eingeschlossene Eiwei8 besser zu resorbieren und auszunutzen. 
Anders ware ja die weite Verbreitung des Schwarzbrotes in den friiheren 
Jahrhunderten, sowie auch heute im Osten und Siidosten Europas 
kaum zu erkliren. MaBgebend ist vielleicht weniger die sogenannte 
LiweiBbilanz, d.h. die Zahlendifferenz zwischen der EiweiBeinnahme 
und der EiweiBausgabe, als vielmehr die Eiweifverwertung, die sich 
bis jetzt in Zahlen nicht ausdriicken ]4Bt und die nur bei einer langen 
Versuchsdauer, wie beim Wachstum, deutlich zum Ausdruck kommt. 
Der bis jetzt tiblich gewesene, sich meist auf einige Tage oder wenige 
Wochen erstreckende Ernahrungsversuch mit Brot, vermag in dieser 
Beziehung kaum etwas auszusagen. ‘Trotzdem wird die schlechtere 
Resorbierbarkeit des groben Brotes immer als ein wichtiger Einwand 
gegen dessen Benutzung angefiihrt. Es wird dabei auf die notwendige 
Okonomie und Rationalisierung unserer Ernihrung hingewiesen, wobei 
aber in diesem Falle die beiden Begriffe kaum in ihrem vollen biologischen 
Sinn erfaBt werden. 

Zur weiteren Klérung der Ausnutzung der verschiedenen Brot- 
sorten wurden in Ergainzung der friiheren Wachstumsversuche Bilanz- 
untersuchungen an Ratten ausgefiihrt. Gesunde, erwachsene Tiere 
wurden mit bekannten und analysierten Mengen der einzelnen Brot- 
sorten gefiittert. Eine bestimmte Anzahl Stunden darauf wurden die 
Ratten getétet. Der unverdaute und unresorbierte Riickstand im 
Magen-Darmkanal wurde durch Auswaschen gesammelt und énalysiert. 
In der Leber und im ganzen iibrigen Kérper (mit Ausnahme des Magen- 
Darmtraktus) wurde die abgelagerte Glykogenmenge bestimmt. Von 
diesem Wert wurden die Durchschnittszahlen, welche bei normalen, 
nicht gefiitterten Kontrolltieren gefunden wurden, abgezogen. Auf 
diese Weise konnten die aus dem Brot herkommenden Glykogenmengen 
annahernd quantitativ erfaBt werden. Im Darm wurde kein freier 
Zucker gefunden. Durch Vergleich der resorbierten und der als Glykogen 
gespeicherten Kohlenhydratmenge konnte die Ausnutzung des wichtig- 
sten Bestandteiles der einzelnen Brotsorten, nimlich der Starke und 
der Kohlenhydrate, verfolgt werden. Die einzelnen Phasen der Methode, 
sowie die Einzelergebnisse sind im experimentellen Teil naher beschrieben. 
Hier kann summarisch angefiihrt werden, daB die Kohlenhydrate der 
groben Mehle im groBen ganzen ebensogut wie die der feineren Mehl- 
sorten ausgenutzt werden. So wurden innerhalb des gleichen Zeit- 
abschnittes resorbiert : 


WO ww Ce te ee ls OR 
» MembmePawiobeck. ........: « FY 
i SE cS oe ee «ee 
» Walliser Roggenbrot. ..... . . 95,04% 
». Weizen-Vollkornbrot .... . . . 97,80°, 


» Mischbrot (65bis72%) ..... . 92,70% 
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Die héchste Differenz zwischen dem WeiSbrot und dem Mischbro: 
betragt 6°, und liegt noch innerhalb der Fehlergrenze. 

Im Gesamtkérper (mit Ausnahme der Leber und des Magen 
Darmkanals) wurden nach Verfiitterung gleich groBer Mengen de: 
einzelnen Brotsorten als Glykogen abgelagert : 


NO St ae ae a we ee we oe oe OE 
ee a ee A 
Walliser Roggenbrot ........ . . 0,20% 
Weizen-Vollkornbrot ..........0,17% 
Ee os bs os 8 ye Se ee 
Minderawiebeck «2.06 6 ec wo se OSG 


Der maximale Unterschied von 0,07 °% liegt im Bereich der iiblichen 
Analysenfehler. 

In der Abb. I sind die durchschnittlichen, in der Leber deponierten 
Glykogenmengen dargestellt. Dieselben sind in Prozenten der jeweils 
resorbierten Kohlenhydratmenge ausgedriickt. Am meisten Leber- 
glykogen ergab das sogenannte Mischbrot (Ausmahlung 65 bis 72°,), 
am wenigsten das Grahambrot. Die Differenz betrigt bei diesen beiden 
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Durchschnittlicher Glykogengehalt der Die nach Verfiitterung der einzelnen 
Leber nach Verfiitterung der einzelnen Brotsorten in der Leber und im Gesamt- 
Brotsorten. kérper abgelagerten Glykogenmengen 


(Durchschnittswerte). 


Extremen 2%. Doch lassen sich diese Unterschiede nicht etwa in dem 
Sinne deuten, daB die feineren Mehle héhere Leberglykogenwerte er- 
geben als die gréberen, indem das Mischbrot 1°, mehr Leberglykogen 
liefert als das Weibbrot. Das grob ausgemahlene Walliser Roggen- . 
brot veranlaBte eine gleich gute Glykogenablagerung wie der Kinder- 
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zwieback. Es spielen hier scheinbar auBer der Feinverteilung des 
Mehles noch andere Faktoren mit. 

Ein ungefahr ahnliches Bild bietet die Abb. 2. Hier sind die durch- 
schnittlichen gesamten (in der Leber und im iibrigen Kérper) abgelagerten 
Glykogenmengen dargestellt. Die Glykogenmengen sind in Prozenten 
der gesamten, jeweils resorbierten Kohlenhydratmenge umgerechnet. 
Auch diese Zusammenstellung ergibt keine ausgepragten und ernsthaft 
in Betracht fallenden Unterschiede in der Verwertbarkeit der fein und 
grob ausgemahlenen Brotsorten. 


Experimenteller Teil. 


Bevor mit den eigentlichen Tierversuchen begonnen werden konnte, 
muBte zuerst der Kohlenhydratgehalt der zur Verwendung kommenden 
Brotsorten genau bestimmt werden. Zu diesem Zwecke wurde bei 110° 
getrocknetes Brot verwendet, beim Fiitterungsversuch aber lufttrockenes 
Brot. Um das Verhaltnis von luftgetrocknetem zu dem bei 110° getrock- 
neten Brot berechnen zu kénnen, wurde zuerst der Wassergehalt der ver- 
schiedenen Brotsorten wie folgt bestimmt: 

a) Lufttrocknung. 400 bis 500g frischen Brotes wurden in kleine 
Wiirfel geschnitten, genau gewogen und bei Zimmertemperatur im Schatten 
bis zur Gewichtskonstanz gedorrt. 

b) Trocknung bet 110°C. Von dem luftgetrockneten Brot wurden 
20 bis 30 g fein verrieben, genau gewogen und bei 110° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Durch Addition beider Werte erhalt man den Gesamt- 
wassergehalt des Brotes. Der Wassergehalt der einzelnen Brotsorten betrug: 


We tk ae ec te 8k Sf 
CS a ee ee ee 
DS = wee 6k ks Sk et ee 
Walliser Roggenbrot ......... . 41,41%, 
Weizen-Vollkornbrot ......... . 48,16% 
Mischbrot (66 bis 72%). ....... . 37,47% 


Bestimmung des Gesamtkohlenhydratgehaltes der verschiedenen Brotsorten. 


Die quantitative Ermittlung des Kohlenhydrats der benutzten Brot- 
arten bereitete zuerst gewisse Schwierigkeiten. Es wurde versucht, die 
hdheren Kohlenhydrate des Brotes auf fermentativem Wege zu spa!ten. 
Der Erfolg war aber ein recht ungleichmaBiger. Trotz der Verwendung 
eines sehr aktiven Diastasepriparats von Merck und trotz genauer Ein- 
haltung der von Luers und Winningen angegebenen Arbeitsweise, konnte 
in vielen Fallen keine befriedigende Ubereinstimmung der Doppelanalysen 
erzielt werden. Brauchbar dagegen erwies sich die alte Methode der Saure- 
hydrolyse'. 

3 bis 4g fein verriebenes, bei 110° getrocknetes Brot werden in einem 
200 cem fassenden Kolben mit 100 cem Wasser wahrend 3 bis 4 Stunden im 
Autoklaven verkleistert und darauf wahrend 10 bis 12 Stunden im Eis- 
schrank stehengelassen. Man versetzt die Mischung mit 10 ccm Salzsaure, 


1 Vgl. unter anderem Klostermann, Abderhaldens Handb. d. biochem. 
Arbeitsmethod. 1. Aufl., 7, 220, 1913. 
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kocht auf dem Wasserbad unter RiickfluBkiihlung 3 Stunden lang, filtriert 
und fiillt das Filtrat auf 250cem auf. In 5ccem dieser Lésung wurde der 
Zucker nach Bertrand quantitativ bestimmt. 

Der Gesamtkohlenhydratgehalt der verschiedenen Brotsorten betrug: 


ae eee re eee 
Pema Cw tl tl lk ss OTE 
a ee ee le A 
Walliser Rogenbrot ......... . 75,23% 
Weizen-Vollkornbrot ......... . 60,35°% 
Se eee eer 


v0 


Die Zahlen stellen Mittelwerte von Doppelanalysen dar. 


Fiitterungsversuch. 


Als Versuchstiere wurden fiir jede Brotsorte je acht ausgewachsene, 
gesunde Ratten verwendet. Um die Glykogenablagerung verfolgen zu 
kénnen, wurde zuerst der Glykogengehalt der Leber und des Gesamt- 
kérpers von hungernden Ratten bestimmt. Die grauen Ratten zeigten 
einen sehr regen Stoffwechsel, so daB 24 Stunden nach Wegnahme des 
Futters die Leber glykogenfrei war; der Gesamtkérper wies noch einen 
Glykogengehalt von 0,052°,, des Gesamtkérpergewichts auf. Bei den 
weiBen Ratten betrug der Glykogengehalt des Gesamtkérpers 36 Stunden 
nach Wegnahme des Futters 0,064°,, des Gesamtkérpergewichts. Diese 
Werte wurden bei der Bilanzberechnung in Abzug gebracht. Die grauen 
Ratten wurden 24 Stunden, die weiBen 36 Stunden nach Nahrungsentzug 
mit Brot gefiittert. Jede Rate erhielt 10g luftgetrocknetes Brot. Der 
Futterrest wurde gesammelt, bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, 
genau gewogen, der Zuckergehalt desselben bestimmt und von der dar- 
gereichten Menge in Abzug gebracht. Gewdhnlich wurden die Tiere am 
Abend gefiittert und 13 Stunden darauf durch einen Schlag auf den Kopf 
getétet. Die Leber wurde sofort herausprapariert. der tibrige Kérper (ohne 
Magen und Darm) zerstiickelt, in heiBe, vorher abgewogene, 60° ,ige Kali- 
lauge gebracht und gewogen. Die ganze weitere Verarbeitung erfolgte 
nach Pfliiger, der Zucker wurde nach Bertrand bestimmt. 

Bei jeder Ratte wurde quantitativ ermittelt : 

a) Die aufgenommene Zuckermenge; b) die nicht resorbierte. im 
Magen-Darmkanal wiedergefundene Zuckermenge; ¢c) a minus b ergibt das 
resorbierte Kohlenhydrat. Dasselbe verteilt sich auf: d) Glykogenneubildung 
in der Leber; e) Glykogenneubildung im ganzen tibrigen Korper (mit Aus- 
nahme von Magen und Darm); f) Kohlenhydratverbrennung, d.h. die 
dissimilierte und nicht als Glykogen wiedergefundene Zuckermenge. 

Der Verlauf eines derartigen Versuchs ist aus nachfolgendem Muster- 
beispiel ersichtlich : 

WeiBe Ratte Nr. 12. Gewicht: 165,0g. 
8. Juni 1930, 8 Uhr: Wegnahme des Futters. 


9. ,, 1930, 20 ,,  Verfiittert 10 g WeiBbrot. 
10. ,, 1930, 9 ,, Tétung. 


a) Leber. Gewicht: 6,3 g. 
Endlésung, aufgefiillt auf 100 cem, analysiert. . . . . . l0cem 


Verbrauchtes Kaliumpermanganat ...... . . . 84eem 
Entspricht einem Zuckergehalt von ...... .. . 384mg 
Die Gesamtleber enthdlt also Glykogen. . . ......... . 384mg 








 filtriert 
urde der 


betrug: 


achsene, 
Igen zu 
Cresamt- 
zeigten 
ime des 
h einen 
Bei den 
Stunden 

Diese 
grauen 
sentzug 
t. Der 
rocknet, 
ler dar- 
iere am 
n Kopf 
ar (ohne 
re Kali- 
erfolgte 


rte. im 
ribt das 
bildung 
it Aus- 
.h. die 
e. 

Muster- 


384 mg 





Zur Brotfrage. III. 435 


b) Gesamtkérper (ohne Leber, Magen, Darm). Gewicht: 141,0 g. 


500 ccm Lésung, davon verwendet zur Analyse . . . . 100) cem 
Endlésung aufgefiillt auf 100 cem, analysiert . . . . . 10 ‘ 
Verbraucht Kaliumpermanganat. ......... 1,8 

Entspricht einem Zuckergehalt von ; 7,7 mg 

Der Gesamtkérper enthdlt somit Glykogen .......... . 385mg 


c) Glykogenablagerung im Gesamtkérper. 


Der durchschnittliche Glykogengehalt einer 36 Stunden hungern- 
den Ratte betragt 0,064°,. Neu abgelagert also 


mg 
d) Magen, Darminhalt. 

Endlésung aufgefiillt auf 50 ccm, analysiert . . . . . 10) ccm 

Verbraucht Kaliumpermanganat. ......... 53 ,, 

Entspricht einem Zuckergehalt von ...... . . 23,6mg 

Nicht resorbierte Zuckermenge ........ c's & as ae 
e) Zuckergehalt des Futters. 

Verfiittert luftgetrocknetes WeiBbrot . . . . jo ee 

Entsprechend 8,69 g WeiBbrot, getrocknet bei . . . 110° 

Zuckergehalt des WeiBbrotes bei 110° getrocknet . . . 73,36°,, 

Es wurden verfiittert insgesamt .......... +--+. =. « 6375 mg 
f) Futterrest. 

Gewicht 1175 mg bei 110° getrocknet, Zuckergehalt . . 73,36°, 

Entspricht also einem Zuckergehalt von ......... . . 862mg 
g) Resorbierte Zuckermenge. 

Aufgenommene Zuckermenge .......... +. ++ + + 5513 mg 

Nicht resorbierte Zuckermenge .............-.- I18 

5395 mg 

h) Abgelagerte Zuckermenge. 

Als Glykogen der Leber .. . ae ee ae oe a ee 

Als Glygogen des Gesamtkérpers te ee ee oe eee 

679 mg 


i) Dissimilierte und nicht als Kohlenhydrat wiedergefundene Zuckermenge. 


Resorbierte Zuckermenge | .........+ +++ ++, «+ « S395 mg 
Abgelagerte Zuckermenge. .......- ++ +++++-+ + 679 


4716 mg 
Tabelle I. 


Glykogengehalt der Leber und des Gesamtkérpers von graven Ratten im 
Hungerzustand (24 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme). 





Glykogen Gesamtkoérper 
’ Leber — : — 
Tier Gewicht Gewicht Glykogen 
mg No canis 
mg g mg 
Ratte Nr.l ... 5500 3 0,05 185 100 0.054 
‘ a eee 6000 1 0,016 107 107 0,06 
‘ of Pee 7100 1.5 0,021 227 95 0,042 
Durchschnitt: 0,029 0,052 
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I. Abelin u. A. Biderbost : 


Tabelle II. 


Glykogengehalt der Leber und des Gesamtkérpers von weifen Ratten im 
Hungerzustand (24 bis 36 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme). 


























Glykogen Gesamtkérper 
rn Leber saersmaseeeaangeenaeeniea “ alias 
Tier Gewicht a Gewicht Glykogen 
mg 0 
mg g mg 9% 
24 Stunden Hunger. 
Ratte Nr. 10. 6700) =| 17,5 0,26 185 125 0,067 
ar: 5000 || 7,5 0,15 153 100 0,065 
Durchschnitt: 0,20 0,066 
36 Stunden Hunger. 
Ratte Nr. 42. 5000 15 0,30 123 80 0,065 
a » 43. 4000 7,5 0,18 80 44 0,055 
» 44. 5000 7,5 0,15 120 88 0,073 
Durchschnitt : 0,21 0,064 
Tabelle III. Resorption un 
Se = Nicht 
Bes _ resorbierte, 
i 3 5 amy eet | one } = Magen — ae 
=e | im erres Zuckermenge arm wieder- Luck 
Datum Tier < So c g pon Blas uckerme! 
= & = Zuckermenge 
S7N 
1930 mg mg | %% mg 0 - mg %, mg 0 
23. V. | Graue Ratte Nr. 4. 6375 0; 0 6375 |100,0 192 | 3,01 6183 9¢ 
26. V. om - » 5) 6375 533 = 8,36 5842 | 91,64 13 | 0,23 | 5829 | 99,7) 
26. V. Se Ps » 6, 63875 1540 24,16 4835 75,84 5 | 0,10 4830 99,9 
10. VI. | WeiBe Ratte Nr.12) 6375 862 13,52 5513) 86,48 118 2,14 5395) 97,8 
10. VI. - no » 13 6375 304 4,76 6071 | 95,24 38 | 0,76 || 6033 | 99,2 
10. VI. os “ , 14) 6375 3820 5,02 6055 94,98 10 | 0,16 6045 99,5 
13. VI. » » 4, 15|| 6375 | 1751 | 25,90) 4624 , 74,10 62 1,10 4572 98,9 
13. VI. “a , , 16) 6375 1910 | 29,97 4465 70,03 36 | 0,80 4429 99,2 
13. VI. ’ ” » 17|| 6375 611 | 8,0 | 5864 92,00) 132 | 2,25 5732 | 97,7 
13,3 86,7 1,17 98,* 


Durchschnitt: | 


acht Ratten benutzt. 


wurden 13 Stunden darauf getétet. 


Ausmahlung). 


790 


Resorptions- und Ausnutzungsversuche mit gemischtem Brot (65- bis 72 


oe 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie beim WeiBbrot. Es wurden 


Sie erhielten ebenfalls 10g gemischtes Brot und 


Die dissimilierte sowie die im Gesamt- 


kérper als Glykogen abgelagerte Kohlenhydratmenge entspricht der beim 











usnut: 





Glyk« 


Leber 


ig 


> 00 
7000 
5200 
6300 
8300 
$200 
7800 
6500 
$200 
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Resorptions- und Ausnutzungsversuche 
mit Weifbrot. 


Zu diesen Versuchen dienten neun Ratten: drei graue und sechs weibe 
Tiere. Jede der drei grauen Ratten bekam 24 Stunden, jedes der sechs weiBen 
Tiere 36 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme 10 g lufttrockenes 
WeiB8brot, entsprechend einer Kohlenhydratmenge von 6,374 g. Der Futter- 
rest wurde jedesmal quantitativ bestimmt; er betrug im Durchschnitt 
13,3°,, des dargereichten Kohlenhydrats. 13 Stunden nach der Wei®brot- 
aufnahme wurden in der Leber und im Muskel betrachtliche Glykogenmengen 
gefunden. Nach Abzug der in den Kontrollversuchen ermittelten Glykogen- 
vorrate im Hunger ergibt sich fiir die Leber eine durchschnittliche Glykogen- 
neubildung von 6,28”, und von 0,19°, im gesamten iibrigen Koérper. Von 
der gesamten resorbierten Menge wurden 8,63°, als Leber- und 6°, als 
Gesamtkoérperglykogen abgelagert. Die Leber stapelte also mehr Glykogen 
auf als alle iibrigen Organe zusammen. Durchschnittlich 86,28", der 
aufgesaugten Kohlenhydratmenge wurden dissimiliert, d.h. nicht als 
Zucker wiedergefunden. 


tion un = 
cada von WeiBbrot. 





sorbier 
kerme! 
oa 4 
r 0 
33 | 9F 
9 | 99,77 
10 99,9 
5 | 97,8 
33 | 99,2 
15 | 99,8 
i2 98, 
2g 99, 
32 | 97,1 

98, 
l 














Glykogengehalt der Leber 


Leber 


£ 


> 00 
7000 
§200 


Glykogengehalt des Gesamtkérpers 
(ohne Leber, Magen, Darm) 











Dissimilierte 


oe ; os ey In der Leber und und nicht als 
pe ° = al Su sf 4 im pr meee Kohlenhydrat 
Sam |e om & = oo 2 oe aeu neu abgelagert¢ wiedergefundene 
5 <2 & Se & 5 =z 2 = er 5, & hz = Glykogenmengeée Kohlenhydrat- 
SE 2*3" SL& => ie & om 
Pen | S Beg i a a 
mg Oc & g mg cc - mg 9/9 mg 9% 
496 8,02 6,20 179 274 4,43 0,15 770 12,45 5413 87,55 
381 6,53 5,40 170 252 4,32 0,14 633 10,85 5196 89,15 
292 6,04 4,70 171 212 4,37 0,12 504 10,42 4326 89,58 
384 7,11 6,10 141 295 5,46 0,20 679 12,57 4716 87,43 
515 8,53 | 6,20 | 162 347 5,75 0,21 862 14,28: 6171 85,72 
158 , 349 5,77 0,22 
485 | 10,38) 6,21 | 160 | 273 5,97 0,17 758 16,35 3814 83,65 
460 10,38| 7,07 126 | 308 6,95 0,24 768 17,33 3661 82,67 
687 11,98) 837 144 308 5,37 0,21 995 17,35 4737 82,65 
8,62 6,28 5,37 0,18 13,95 86,05 


WeiBbrot. In der Leber wurden 8,86°,, der gesamten resorbierten Kohlen- 
hydratmenge abgelagert (gegeniiber 8,62°,, beim WeiSbrot). Auf das 
Lebergewicht berechnet ergibt sich ein Glykogengehalt von 7,33°,, gegen- 
iiber 6,28°,, beim Wei8brot, also um rund 1°, mehr. Erwahnenswert ist 
die reichlichere Verzehrung des gemischten Brotes durch die Tiere: vom 
dargereichten weiBen Brot wurden durchschnittlich 86,7° , vom Misch- 
brot 95,2°,, gefressen. 
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I. Abelin u. A. Biderbost : 


Tabelle IV. 


Resorption und Ausnutzung von 





aes 





21. 
21. 
21. 


23. 
23. 
23. 
23. 


Datum 


1930 


VIL. 
VIL. 
VIL. 
. VII. | 
VII. 
VII. 
VII. 
VIL. 


Tier 


Weibe Ratte Nr. 53 


- - 54 
‘ ; ao 
= Pe » 56 
” - »» 57 
’ % » 58 
, - , 59 
ie es » 


Durchschnitt : 


Mit dem Futter 
dargereichte 
Zuckermenge 


5 
wR 


6424 
6424 
6424 
6424 
6424 
6424 
6424 
6424 





Nicht 
resorbierte, 
Zuckermenge Aufgenommene| im Magen und Resorbiert 
im Futterrest Zuckermenge Darm wieder- Zuckermenge 
gefundene 
Zuckermenge 
mg 0/5 mg %y mg Of) mg 
0; 0 6424 100,0) 492 7,65 5932 92.3: 
87 | 1,35 6337 | 98,65) 133 2,09 6204 | 97,9) 
651 | 10,13 5773 89,87 280 4,85 65493 95.15 
691 10,75, 5733 89,25 80 1,39', 5657 | 98.61 
0 O 6424 100,0 646 10,05 5778 89,9; 
0 Oo 6424 100,0 1255 19,53 5169 80.47 
864 13,44) 5560 86,56 524 9,42 5036 90,5: 
172 | 2,67]| 6252 | 97,33 231 3,69 6021 | 96.3) 
4,8 95,2 7,00 92.67 


Resorptions- und Ausnutzungsversuche mit sogenanntem 


Acht Versuchstiere. 


Grahambrot. 


Jedes Tier erhalt 10g Brot, das allermeistens 


restlos gefressen wird. Im Durchschnitt von allen Versuchen wurden bloB 
0,53 °,, des dargereichten Brotkohlenhydrats zuriickgelassen. Die Resorption 
war ebenfalls sehr gut: es wurden im Durchschnitt bloB 2,73°,, der dar- 
gereichten Menge im Magen-Darmkanal wiedergefunden, 97,27°,, waren 
nach 13 Stunden resorbiert. 
schnittlichen Neuablagerung von 0,24°,, in der Leber von 5,48°,, Glykogen. 
Diese Zahlen stehen etwas hinter den Werten vom Wei8- und Mischbrot. 


Tabelle V. Resorption und 


Im Gesamtkérper kam es zu einer durch- 





D 











atum 


ae eet al a 
_ 
2 


Tier 


WeiBe Ratte Nr. 26 


’ >? ” 27 
” ” » ae 
- ’ » 29 

’ " », 30 
” i = 
” »» 32 

, , 33 


Durchschnitt : 


Mit dem Futter 
dargereichte 


Zuckermenge 


mg 


5999 


5999 
5999 
5999 
5999 
5999 
5999 
5999 


Zuckermenge 
im Futterrest 


Aufgenommene 
Zuckermenge 





; 
mg 9/, mg 9% 
0 O 5999 100,0 
167 | 2,78 5832 | 97,22 
91 1,45 5908 98,55 
0 0 4999 100,0 
0 0 5999 100,0 
0:0 5999 100,0 
0 0 5999 100,0 
0 0 5999 100,0 
0,53 99,47 


Nicht 
resorbierte, 
im Magen und 
Darm wieder- 


Resorbiert« 
Zuckermeng: 





gefundene 
Zuckermenge 
mg 5 mg 
152 | 2,53 || 5847 | 97,47 
101 1,73 || 5731 | 98,27 
175 | 2,96 || 5733 | 97,04 
180 3,00 | 5819 | 97,0) 
292 4,86 ) 5707 | 95,14 
106 1,76 5893 | 98,24 
55 =—s«O, 92_s—«|: 8944 | 99,08 
245 4,08 5754 | 95.9 
2,73 97,27 


ren isC] 





Glyk 


ewicht der 
Leber 


6700 
8200 
6700 
7400 
7500 
5500 
6900 
5900 





usnut 





Glyk 


ewicht der 
Leber 


mq 


7100 
8100 
8000 
7000 
7000 
7800 
7800 
5800 
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ymischtem Brot (Ausmahlung 65 bis 72°,). 








ung von 
wo : Glykogengehalt des Gesamtkirpers 
Glykogengehalt der Leber (ohne Leber, Magen, Darm) , 
cn a en ee Dissimilierte 
ry In der Leber und und nicht als 
f = im Gesamtkérper Kohlenhydrat 
sorbic rt = neu abgelagerte wiedergefundene 
kermenge Z Glykogenmenge Kohlenhydrat- 
a 


eher 
Leber 
menge 


menge 


1 
Glykogen- 


Gewicht 


i 


Gewicht der 
Glykogen- 
menge in der 
Glykogen in °/5 
Abgelagerte 
Glykogen in 0/6 
Glykogen 


in 9/9 ¢ 


mg mg 


+ 
= 
KR 


6700 = 720 t 2 3,55 0,27 931 15,68 5001 84,32 
8200 590 9,51 : f 6,44 0,25 990 15.95 5214 84,05 
6700 437 7.95 - . 3,07 0,15 606 11,02 4887 88,98 
7400 =. 400 7,07 E 4,93 0,18 679 12,00 4974 88,00 
7500 480 8,30 6, é 3,53 0,19 684 11,83 5094 88,17 
5900 356 6,88 6,47 2 3,26 0,15 525 10,14 4644 89,96 
6900 610 12,1 , ‘ 4,94 0,19 859 17.05 4177 82,95 
5900 »§=420 6,97 ; 5 3,74 0,14 57: 9,71 5448 90,29 


8,86 se 4,30 0,19 13,16 86,84 


me Ne A OS 


Zu _ beriicksichtigen ist aber, daB dort mit den 10g Brot etwas gréBere 
(+ 12°.) Kohlenhydratmengen verfiittert wurden. Aber selbst wenn man 
diesen Wert von 12°, zu den gefundenen Zahlen hinzuaddiert, ergeben 
sich doch etwas geringere Glykogenwerte, die vielleicht auf einer etwas 
unvollkommenen AufschlieBung der Kohlenhydrate des (rahambrotes 


beruhen. Dementsprechend war auch die dissimilierte, d.h. nicht als 
Kohlenhydrat wiedergefundene Menge etwas hoher (87,78 gegen 86,05 
und 86,84°,). Im groBen und ganzen besteht kein durchgreifender Unter- 
schied zwischen der Kohlenhydratverwertung des Graham- und des WeiB- 
bzw. Mischbrotes. 


. usnutzung von Grahambrot. 
lon und : 





1 Glykogengehalt des Gesamtkérpers 
( < a J 
Hykogengehalt der Leber (ohne Leber, Magen, Darm) 


, Dissimilierte 
In der Leber und und nicht als 
im Gesamtkérper Kohlenhydrat 
neu abgelagerte wiedergefundene 
Glykogenmenge Kohlenhydrat- 
menge 


| 


orbiert« 
ermenge 


Leber 
Glykogen- 
menge 
Gewicht 
Glykogen- 
menge 
n in %Jy% 
gewichts 


Glykogen 
in 9/9 des Kirper- | 


Gewicht der 
Kohlenhydrat- 
Glykogen 
in 9/9 des Leber- 
gewichts 

Abgelagerte 


Glykoge 


mg Vo ng 


der resorbierten 


Glykogen in %/9 | 


g mg 


7100 é 2 verschiittet 

8100 pe | 9, 137,65 | 537 0,39 954 4777 
8000 5, 9% . 143,5 464 0,33 804 4929 
7000 «5 8, 127 219 0.17 729 5 5090 
7000 18 5,85 144 333 0,23 743 4964 
7800 : , 135 314 0,23 674 5219 
7800 5. 108 171 0,15 515 5429 
5800 y 5.57 105.7 213 0.20 534 9,27 220 


6,86 5, 0,24 





440 I. Abelin u. A. Biderbost: 


?esorptions- und Ausnutzungsversuche mit Walliser Roggenbrot. 


Es handelt sich um eine in den Berggegenden des Kanton Wallis 


meistens im eigenen Haushalt hergestellte Brotsorte. 


stammt ebenfalls aus dem Kanton Wallis. 
wird im allgemeinen ebensogut verwertet, wie die oben angefiihrten Brot- 


Das Roggenmehl 
Dieses typische Bauernbrot 






























Tabelle VI. Resorption und A 
Glykog 
= 5 Nicht 
Bes resorbierte, 
“==  Zuckermenge Aufgenommene im Magen und Resorbier 
Datum Tier ges im Futterrest Zuckermenge Darm wieder- Zuckermens# = 
: She gefundene to | 4 
2258 Zuckermenge = 
SUN c 
1930 mg | mg | % | mg | % | me | % | me | ~ 
y - z neg ‘ il - 5 cease | on ( 
3. VII. WeiBeRatte Nr.34 | 7650 2402 31,46 5248 68,64 153 2,91 5095 97.44, 
3. VII. a as », 35 || 7650 766 10,14) 6884 89,86 228 3,31 | 6656 96. 0\() 
3. VII. Ks a », 36 | 7650 1561 | 20,40) 6089 79,60 415 | 6,81 | 5674 93.1 500 
3. VII. », 3¢ || 7650 86 «1,12, 7564 98,88 152 2,00 7412 98\B aon 
a. Var ,, 38 | 7650 0 0 7650 100,0 46 0,60 7604 99.4hoon 
4 VEX. * ; » 39 7650 306) 4,00 7344 96,00 575 | 7,83 6769 921 400 
+. VEE. - »  s 40 7650 244) 3,18 7406 96,82 487 6,57 6919 93.4ing 
4. Vas - » 41 7650 197 | 2,57) 7453 | 97,43' 720 | 9,66 || 6733 | 903m 
Durchschnitt : 9,1 90,90 4.96 95 
Resorptions- und Ausnutzungsversuche mit einem Weizenvollkornbrot 
(selbst hergestellt). 
Mit den jedesmal verfiitterten 10g dieses Brotes wurde den Tieren 
fast die gleiche Kohlenhydratmenge einverleibt, wie mit den 10 g Graham- 
brot. Die Zahlen dieser Versuchstiere stehen teilweise den Ergebnissen 
mit dem Grahambrot am nachsten, so in bezug auf die nicht resorbierte 
Tabelle VII. Resorption und Aj a 
Glyko 
=2& Nicht 
Eee resorbierte, : 
m= Sadormes nen im Magen _— Resorbiert: FF 
Eee im Fatterrest Zuckermenge Darm wieder-  Zuckermengf= = 
Datum Tier s pe gefundene ae 
2s Zuckermenge 7 
= t 
1930 mg mg he mg | %po mg : Ce mg | ¢ = 
‘ ~ se i © ‘i “ ~ - 500 
10. VII. WeiBeRatte Nr.45 5244 0 0 5244 100,0 131 2,49 5113 | 97,5Bong 
10. VII. pe » » 46) 5244 2563 | 4,82 | 4991 | 95,18 95 1,90 4896 | 98.1 700 
10. VII. ” ” » 47 5244 44 0,83 | 5200 | 99,17 142 2,73 5058 97.2Bano 
10. VIT. - ”* » 48 5244 280 5,33 | 4964 94,67 144 2,90 4820 97.1 ano 
18. VII. ” ” » 49 | 5244 345 6,87 4899 93,43 75 1,53 4824 | 98.4 100 
18. VII. ” ” » 50 5244 165 | 3,14 5079) 96,86 110 2,16 4969 | 97,5 100 
18. VII. * " » 51 | 5244 0 oO 5244 100.0 55 «1,04 5189 | 98.4 100 
18. VII. ” ” », 52 || 5244 0. 0 5244 |100,0 150 2,86 5094 | 97,1 
Durchschnitt : 2,58 | 97,42 2,20 97,8 











lis 
hl 
ot 
yt - 






Resorbier 
uckermeny 


95 | 97. 
956 9b. 
974 | 93.1 
112 98. 
04 994 
169 92) 
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arten. In der Leber werden im Durchschnitt 6,78°, und im Muskel 0.2°, 
Glykogen abgelagert. Von der total aufgenommenen Kohlenhydratmenge 
werden im Mittel 11,29" als Glykogen zuriickbehalten und 88,31", anders 
verwertet. Die Zahlen weichen nicht wesentlich von den bei den anderen 
Brotsorten gefundenen ab. 


wung von Walliser Roggenbrot. 





WOO 
500 
500 
500 
100 


Glykogengehalt der Leber 





Glykogengehalt des Gesamtkirpers 
(ohne Leber, Magen, Darm) 
Dissimilierte 














° ? e ry In der Leber und und nicht als 
° - Ss e > im Gesamtkérper Kohlenhydrat 
= a = o © = Sem neu abgelagerte wiedergefundene 
ae =5 = ate e Soe eS Glykogenmenge Kohlenhydrat- 
= 4 > = a8 = = = 

© o i 7 = Se menge 

ef wei OS pa %e me 2 

— ~> -_r =) - ~~ @ 

a] > be <~ a m ot 

>. = + S 

— = = - 0 0 
=) | mg os 5 mg 0 mg 0 


452 8,87 7,53 108 240 4,71 0,22 692 13,58 4403 86,42 

560 8,41 8,61 105 173 2,59 0,16 800 11,00 5856 89,00 

440 7,75 | 6,77 116 246 4,35 0,21 686 12,10 4788 87,90 

646 8,71 8,61 142 352 4,74 0,24 998 13,45 6414 86,55 
> 


200 | 2,63 | 4,00, 114 248 3,26 0,21 448 5,89 7156 94,11 
522 7,71 7,67 140 361 5,33 | 0,25 883 13,04 5886 86,96 
433 6,25 | 5,15 | 202 | 291 4,20 | 0,14 724 10,45 6195 89,55 
423 | 6,28 | 5,95 170 | 310 4,60 | 0,18 733 10,88 | 6000 89,12 

7,07 | 6,78 4,22 0,20 11,29 88,31 


Menge Kohlenhydrat und auf die Glykogenablagerung in der! Leber. Im 
Gesamtkérper wurde weniger Glykogen als sonst abgelagert. Im Durch- 
schnitt ergab dieses Brot die niedrigsten abgelagerten Kohlenhydratmengen. 
Als Ursache kommen in Betracht: die grobe, ungeniigende, fast primitive 
Art der Vermahlung des gesamten Kornes sowie das technisch unvoll- 
kommene Backen des Brotes im Haushalt. 


tzung von Weizenvollkornbrot. 











119 | 93.4 
33 90. 
95 
n 
l- 
n 
e 
und A 
— 
esorbiert 
ckermeng 
g { 
13 | 97,5 
96 | 98.1 
58 | 97.2 
20 | 97.1! 
24 | 98.4 
B9 | 97,8 
89 98.4 
4 | 97,1 
97,8 





600 
300 
700 
800 
0 
100 
100 
100 


Glykogengehalt der Leber 





Glykogengehalt des Gesamtkiérpers 
(ohne Leber, Magen, Darm) Dissimilierte 





< os, In der Leber und | und nicht als 
= et oes im Gesamtkérper Kohlenhydrat 
= Se z = - vt neu abgelagerte wiedergefundene 
: ¢ F g 
= fea - 4 = Glykogenn.enge Kohlenhydrat- 
> @Ze | & & = menge 
o ea | be gS z 
<> | x 
g mg o mg 0 mg 
234 4.57 4,17 95 120 2,34 0,12 354 6,91 4759 93,09 
185 3,85 3,50 90 143 2,92 0,16 328 6,77 4568 93,23 
328 6,36 5,75 90 204 4,03 0,22 532 10,39 4526 89,61 
331 6,86 5,72 97 127 2,63 0,13 458 9,49 4362 90,51 
196 4,06 3,90 110 242 5,01 0,22 438 9,07 4386 90,93 
222 66,48 6,44 80 249 5,01 0,31 571 11,49 4398 88,51 
352 | 6,78 | 5,77 120 135 2,60 0,11 487 9,38 4702 90,62 
425 8,34 6,98 145 283 5,55 0,19 708 13,89 4386 86,11 
5,91 | 5,15 3,76 0.17 9.67 90,30 
Biochemische Zeitschrift Band 247 29 
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I. Abelin u. A. Biderbost : 


Resorptions- und Ausnutzungsversuche mit Kinderzwieback. 


Das benutzte Produkt wurde aus feinstem Weizenmehl hergestellt. 
Es enthielt auBerdem Zusiétze von Vollmilch sowie frischer Naturbutter. 
Aber trotzdem wurde es vom Tierkérper nicht wesentlich anders als die 
gewOhnlichen Brotsorten ausgenutzt. Abgelagert wurden insgesamt 13,88" ,, 

















Tabelle VIII. Resorption w , 
\usnutz 
5 h 
3 Nicht ulyee 
= resorbierte, 
mm Zuckermenge Aufgenommene im Magen und Resorbiert: 
: TT. = im Futterrest Zuckermenge Darm wieder- Zuckermeng 4 
Datum lier s gefundene 2 
> Zuckermenge 2 
= — 
1930 mg mg O/ mg Vo ng 0 mg 2 
18. VI WeiBe Ratte Nr.18 | 6237 746 «11,96 5491 88,04 131 2,38 | 5360 97,62 Rays 
18. VI Fe Pr 19 6237 70 1,12 6167 98,88 388 6,29 || 5779 | 93,71 6400 
19. VI 20 | 6237 | 619 | 9,92 5618 90,08 30 | 0,53 | 5588 99,47 8-25, 
19. VI. 21 || 6237 || 391 6,26 5846 93,74 25 0,42 | 5821 99,58 8- V0) 
19. VI. 22 | 6237 504 8,08 | 5733 | 91,92) 210 3,66 | 5523 96,34 6 AW) 
24. VI. 23 | 6237 0 0 6237 100,0 42 0,67 6195 99,5 00 
24. VI 24 6237 0 0 6237 100,0 335 5,37 | 6902 94.6 =n) 
24. VI 25 | 6237 76 1,21. 6161 98,79 90 146 6071 98.54 =n 
Durchschnitt : 4,8 95,2 2,59 97,4) 
Tabelle | hersi 
Resorption und Ausnutzung des Kohlenhydrats deff) .ine 
. Nicht 
Vom - resorbierte, R 
’ gereichten : Darm esor- - 
; Anzahl Futter- Kohlen- gens bierte ’ 
Brotsorte ler rest hvydrat Pa al Zucker- rm 
Tiere wurde "Zueker- menge veel 
gefressen menge Koh 
hyd 
mer 
mg-° 9 mg-°/o mg-° » meg-' a 
WeiBbrot . 9 13,3 86,7 1,17 98,83 8. 
Mischbrot 8 48 95,2 7,35 92.67 g 
Grahambrot 8 0,53 99,47 2,73 97.27 64 
Weizen-V ollkorn- 
brot 8 2,58 97,42 2,20 97,80 Be 
Walliser Roggen- 
brot . 8 91 90,99 4,96 95.04 74 
Kinderzwieback . 8 4,8 95,2 2.59 97,41 8 
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des aufgenommenen Kohlenhydrats; ahnliche Zahlen ergaben auch das 
WeiBbrot sowie das gemischte Brot mit der Ausmahlung von 65 bis 72", 
Der gréBere Teil des Glykogens wanderte auch hier in die Leber. Der nicht 
als Kohlenhydrat wiedergefundene Anteil von 86,12°, entspricht den 
Werten der tiblichen Brotsorten. 

















ton wid& \snutzung des Kinderzwiebacks. 
’ = Glykogengehalt des Gesamtkirpers 
Glykogengehalt der Leber (ohne Leber, Magen, Darm) i . 
Dissimilierte 
Seta 3 ’ In der Leber und und nicht als 
cigs : 1 © ee im Gesamtkoérper Kohlenhydrat 
aca , © = = g = neu abgelagerte wiedergefundene 
. 2 or = 2 ve Glykogenmenge Kohlenhydrat 
i =< = - = D4 menge 
E g mg = mg O/5 mg 
4 24,00 h00 335 6,: 5,15 148 406 0,27 740 13,82 4619 56,18 
4 pop 6400 380 6,57 5,93 | 142 340 0,23 720 12,45 5059 87,55 
5 99,4 B00 497 | «8,89! 8,87 | 125 © 247 0.19 | 744 13,31 4844 86,69 
L 99.58 i900 | 485 | 7,47) 6,04 || 129 278 0,21 |! 713 12,24 5108 87,76 
3 v0.04 e500 420 7,60; 6.46 | 128 199 0,15 699 11,20 4904 88,80 
> 9.99 B00 «445 «| (7,18) 4,45 167 489 0,29 934 15,07 5261 84,93 
= YEO Tn G00 | 10,16, 8,00 135 266 0,19 866 = 14,66 5086 85,34 
L 9. B 00 «629 «10,36 | 7.06 133 483 0.36 1112 1831 4959 81.69 
an At 
v0.4 8.06 6,49 0,23 13.89 86,12 
ubelle 1 bersichtstabelle ). 
irats deft elnen untersuchten Brotsorten (Durchschnittswerte). 
Glykogengehalt 
Glykogengehalt des Gesamtkirpers 
der Leber (ohne Magen, Darm - Dissi 
Leber) Total ab- milierte 
esor- a gelagertes und nicht 
; oge als ohler 
ierte bezogen bezogen my —_ " a 
ucker- auf die ; auf die Oe ‘ : " 
venge : bezogen cnc ned bezogen und wieder 
resorbierte auf das Kot — auf das Gesamt gefundene 
Kohlen- Leber- et a Korper- kérper Zucker . 
hydrat- gewicht hydrat- gewicht meng 
menge menge ba = 
: 
sal mg-° 5 mg-9); mg-° 9 mg-! mg-' mg 
8.83 8.62 6,28 5,37 O18 13,95 86.05 
ae 8,86 7,33 4,30 0.19 13,16 S684 
7.27 - nme 9 9 re 
f,o¢ 6.86 5.48 5.56 0,24 12.22 87,758 
7,80 5.91 5,15 3,76 0,17 9,67 90,30 
5,04 7,07 6,78 4.29 (0,20 11,29 $8.31 
‘Al 8,06 6,49 5,82 0,28 13,88 86,12 
29" 
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Der besseren Ubersicht halber sind die bei jeder Brotsorte gefundenen 
Mittelwerte in einer Tabelle zusammengestellt. Die Schwankungen der 
Glykogenwerte sind héchstwahrscheinlich einerseits durch die indivuellen 
Unterschiede der Tiere, sowie durch die feineren Abweichungen in der 
Beschaffenheit der gepriiften Brotarten bedingt. Die untersuchten Brot- 
gruppen ergeben ein ziemlich iibereinstimmendes Bild der weitgehenden 
Ausnutzung des Kohlenhydrats des WeiB- wie des Schwarzbrotes (vgl. 
Tabelle LX). 

Zusammenfassung. 


1. Zur weiteren Klarung der Resorbierbarkeit und der Aus- 
nutzung der fein und grob ausgemahlenen Mehlsorten wurden Versuche 
an erwachsenen weiben und grauen Ratten angestellt. Die Tiere wurden 
mit bekannten und jedesma] analysierten Mengen der verschiedenen 
Brotsorten gefiittert. Nach einer bestimmten Anzah] Stunden wurden 
die Tiere getétet, ihr Magen-Darminhalt auf den Kohlenhydrat-, die 
Leber und der Gesamtkérper auf deren Glykogengehalt quantitativ 
untersucht. Auf diese Weise konnte, unter Beriicksichtigung der etwa 
zuriickgebliebenen Futterreste, eine Bilanz tiber die Ausnutzung der 
in Form der einzelnen Brotsorten dargereichten Kohlenhydrate auf- 
gestellt werden. Es zeigte sich, daB zwischen der Resorption des Kohlen- 
hydrates des WeiB- und des Vollkornbrotes kein irgendwie in Betracht 
fallender Unterschied besteht. Vom WeiBbrot wurden 98,80°,, vom 
Vollkornbrot 97,8° des Kohlenhydrats resorbiert. Die Kohlenhydrate 
des Grahambrotes, des Walliser Roggenbrotes, des Zwiebacks und des 
Mischbrotes wurden ebenfalls mit 93 bis 97°, aufgesaugt. 

2. Ebenso wie die Resorption verliuft auch die Kohlenhydrat- 
ablagerung als Glykogen bei den einzelnen Brotsorten ziemlich ein- 
heitlich. Gleichgiiltig, ob feine (WeiBmehl, Zwieback) oder grobe 
Brotsorten (Vollkornbrot, Grahambrot) verfiittert wurden, fand sich 
im Gesamtkérper der Tiere eine Glykogenneubildung von rund 0,2°%. 
Dagegen scheint die Leber nicht aus allen Brotarten die gleichen Glykogen- 
mengen abzulagern, doch sind die Differenzen auch hier nicht sehr 
groB. Das Maximum an Leberglykogen (7,33°,) wurde nach Ver- 
fiitterung von gemischtem Brot (Ausmahlung 65 bis 72°), das Minimum 
(5,15°) beim Vollkornbrot und beim Grahambrot (5,50°,,) gefunden. 
Nach Darreichung von WeiBbrot, Kinderzwieback, Walliser Roggenbrot 
enthielt die Leber 6,3 bis 6,8°%, Glykogen. Ob diese relativ geringen 
Unterschiede durch die feinere Ausmahlung, durch die verschiedene 
Zusammensetzung der einzelnen Mehlproben, oder durch andere, noch 
unbekannte Faktoren verursacht sind, laBt sich vorliufig nicht ent- 
scheiden. Auf jeden Fall zeigen die Versuche, daB die Kohlenhydrate 
selbst der grébsten Brotsorten (Vollkornbrote) vom Organismus sehr 
gut aufgenommen und verarbeitet werden kénnen. 
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Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XIV. Mitteilung: 


Glykogenbildung der Leber durch Gallensiiure mit Adrenalin oder Insulin 
und das vegetative Nervensystem. 


Von 
Toshio Miki. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Eingegangen am 22. Februar 1932.) 


In der vorigen Mitteilung wurde bereits berichtet, daB die 
Glykogenbildung der Leber aus Glucose sowohl mit als auch ohne 
Cholsiure durch Splanchnikotomie sowie Vagotomie herabgesetzt und 
diese durch Neurotomie herabgesetzte Glykogenbildung der Leber aus 
Glucose durch Zufuhr von Cholséiure wieder gesteigert wird. Weiter 
wurde gefunden, daB die durch Neurotomie herabgesetzte Glykogen- 
bildung der Leber aus Glucose bei Vagotomie viel starker auftritt als 
bei Splanchnikotomie und daB die die Glykogenbildung der Leber 
aus Glucose férdernde Wirkung der Cholsiure auch bei Vagotomie 
viel auffallender vor sich geht als bei Splanchnikotomie. Auf Grund 
dieser Voraussetzungen kam ich zu der SchluBfolgerung, daB die die 
Glykogenbildung der Leber aus Glucose férdernde Eigenschaft der 
Gallensiure mit der Funktion des vegetativen Nervensystems in 
innigem Zusammenhang steht und dabei vom sympathischen mehr als 
vom vagischen abhangt. 

Es diirfte bereits allgemein bekannt sein, daB neben der nervésen 
Regulierung des Kohlenhydratstoffwechsels auch noch chemische Einfliisse 
darauf nachgewiesen worden sind, die z. B. durch die Hormone des Pankreas 
(Insulin) und der Nebennieren (Adrenalin) ausgeiibt werden, und daB diese 
Hormonwirkungen mit der Funktion des vegetativen Nervensystems in 
Zusammenhang stehen. In diesem Sinne habe ich den EinfluB der inner- 
sekretorischen Hormone, Insulin, Adrenalin und Cholséure, auf den 
Glykogenaufbau und -abbau in der Leber von splanchnikotomierten und 
vagotomierten Kaninchen untersucht. um _ einerseits den Wirkungs- 
mechanismus auf den Glykogenaufbau und -abbau klarzustellen und 
andererseits den Zusammenhang zwischen der Gallensiurewirkung und 
der Funktion des vegetativen Nervensystems festzustellen. Nach 
Macleod (1927) und Cori (1923) wird die Glykogenbildung in der Leber 
des pankreasdiabetischen Hundes sowohl mit als auch ohne Zufuhr von 
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Zucker durch Insulin gesteigert, wahrend beim normalen Tiere nach voraus 
gegangenem fiunger sowie auch nach vorheriger Fiitterung mit Glykogen 
bildnern das Insulin eine Verminderung des Glykogenbestandes der Lebet 
verursacht, wie .Wae Cormick und Macleod (1923), Dudley und Marriay 
(1923), Cramer (1924), Kurokawa (1924), Nagasui (1926) und Staub (1927 
beobachtet haben. Wenn das Insulin dem Tiere zusammen mit Glucose 
eingespritzt wird, so soll dies zu einer Férderung der Glykogenbildung 
der Leber fiihren, wie von Noorden und Jsaac (1924), Nakamura (1926), 
Muto (1926), Ochiai (1927), sowie Bissinger und Leser (1926) beobachtet 
wurde. 

Die Versuche von Cort und Pucher (1923) sowie Satoh (1929) haben 
gezeigt, das beim normalen Tiere die Glykogenbildung der Leber unter 
Insulinwirkung stattfindet, wenn der Zuckervorrat in der Leber ge- 
nigend ist, und, gestiitzt auf diese Beobachtung, haben sie erklart, 
daB das Fehlen der Glykogenbildung in der Leber nach Insulin auf dem 
stark gesteigerten Zuckerverbrauch in der Peripherie und auf der durch 
erhéhten Zuckerbedarf der Gewebe bedingten beschleunigten Gly- 
kogenolyse beruhe. Somit besteht das Wesen der Insulinwirkung 
in einer Beschleunigung des gekoppelten Prozesses von Zucker- 
verbrennung und Glykogensynthese, soweit sie heute bereits er- 
klarbar ist. 

In der ersten Mitteilung wurde bereits erwahnt, daB nach vielen 
Autoren, wie La Barre (1927), Siegel (1929), Debois (1930) usw., der 
Nervus vagus der Sekretionsnerv des Insulins aus den Langerhans schen 
Inseln ist, das zur Assimilation des Zuckers dient, und daB beim Aufbau 


des Glykogens der Vagus nicht unmittelbar, sondern nur insoweit 
beteiligt zu sein scheint, als er die Insulinsekretion anregt. 


Nach Hoshi (1926) wird die innere Sekretion des Pankreas vom Vagus 
allein beherrscht, weil die Menge des Pankreashormons im Blute der vagus- 
gereizten Kaninchen bedeutend gré8er ist als in dem der nicht gereizten 
und unabhangig von Splanchnikotomie. Dieser Befund stimmt gut iiberein 
mit dem von Macleod (1923), daB die innere Sekretion des Pankreas vom 
Vagus kontrolliert wird. 

Was die Adrenalinwirkung betriftt, so wird von La Barre be- 
hauptet, daB sie unter Sympathicusreizung den Zucker aus Glykogen 
in der Leber nicht nur mobilisiert, sondern gleichzeitig das vagische 
Assimilationshormon (Insulin) in erhéhtem MaBe sezerniert. Es wurde 
auch bereits erwahnt, daB nach Siegel (1929), Pollak (1909), Cori und 
Cori (1929) sowie Ohara (1925) das Adrenalin in kleinsten Mengen ein 
Aufbauhormon des Leberglykogens ist und die in der Leber statt- 
findende Resynthese eines Teiles der im Muskel gebildeten Milchsaure 
zu Glykogen durch Adrenalin ihre hormonale Férderung findet. 

Auf der anderen Seite bewirkt nach Poll (1925) jede Hyperinsulinamie 
einen Reiz auf die Adrenalinabgabe an das Blut, und nach Kahn (1926) 
schiitzt die Splanchnicusdurchschneidung die Nebennieren vor dieser 
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Insulinwirkung. So scheint uns die Adrenalinausschiittung als Reaktion 
auf eine Insulinwirkung im Blute auf nervésem Wege zu erfolgen. Doch 
wird nach der Anschauung von T'scheboksarojf vom Vagus kein Einflu8 
auf die Adrenalinsekretion der Nebenniere ausgeiibt. 


Experimenteller Teil. 

Die Splanchnikotomie und Vagotomie wurden in genauer Uberein- 
stimmung mit den vorigen Mitteilungen ausgefiihrt. Vom 13. Tage nach 
der Operation wurden die Kaninchen 4 Tage lang dem Hunger ausgesetzt, 
damit die Leber annaihernd glykogenfrei wurde. Dann wurde den Kaninchen 
je 3g d-Glucose pro Kilogramm Korpergewicht ohne oder mit 0,3 g Chol- 
siure pro Kilogramm K6rpergewicht per os gefiittert. Weiter wurde 
1'/, Stunden darauf 0,02 bis 0,03 cem einer 0,1’ ,igen Adrenalinchlorid- 
lésung oder */, bis '/, Einheit von Insulin pro Kilogramm Kérpergewicht 
subcutan verabreicht. 3 Stunden nach Verfiitterung der Glucose ohne 
oder mit Cholsiure wurden die Kaninchen mittels Nackenschlags getétet 
und der Glykogengehalt der Leber genau wie friiher bestimmt. Als Kon- 
trolle wurde der in der vorigen Mitteilung angegebene Glykogengehalt 
der Leber von normalen Kaninchen nach der Verabreichung von Glucose 
ohne oder mit Cholséure mit den vorliegenden Ergebnissen verglichen. 


Die Resultate sind in den Tabellen I bis VIII zusammengestellt. 


1. Zufuhr von Glucose mit Adrenalin beim splanchnikotomierten Kaninchen. 


Aus den Versuchen A und B der Tabelle | ersieht man/ daB der 
Glykogengehalt der Leber von splanchnikotomierten Kaninchen bei 


Zufuhr von Glucose mit 0,02ccm einer 0,1° igen Adrenalinchlorid- 
lésung pro Kilogramm Korpergewicht durchschnittlich 0,422°, und 
bei der mit 0,03 cem derselben 0,534°, betragt. Beim Vergleich mit 
dem Glykogengehalt bei Zufuhr von Glucose allein (s. A in Tabelle I 
der ersten Mitteilung) findet man, daB bei Zufuhr von Adrenalin der 
Glykogengehalt der Leber durchschnittlich um 0,015 bis 0,127°, hoher 
ist und die Glykogenbildung durch die Adrenalinwirkung somit durch- 
schnittlich um 3,685 bis 31,2°, gesteigert wird. 

Aus den Daten erheilt, daB die Zufuhr von Adrenalin beim splanch- 
nikotomierten Kaninchen die Giykogenbildung der Leber férdert. 
Bei Ausschaltung des sympathischen Einflusses auf die Adrenalin- 
sekretion aus der Nebenniere wird die Glykogenbildung der Leber 
durch das Adrenalin, das auf den Sympathicus bekanntlich Reize 
ausliést, somit geférdert. Die Glykogenmobilisation der Leber durch 
Adrenalin steht also in innigem Zusammenhang mit der Wirkung der 


_N. splanchnici auf die Leber, und es scheint mir, daB der Tonus der 


N. splanchnici die Glykogenmobilisation in der Leber, nicht aber die 
Synthese von Glykogen beeinfluBt. 

Das Ergebnis erbringt den weiteren Beweis, daB die Glykogen- 
bildung der Leber durch Adrenalin nicht gestért wird, wie Abelin und 
Kobori (1926) bereits bewiesen haben. 
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Tabelle J. 


(Splanchnikotomie. ) 





Korpergewicht 





Leber- 
Nr. vor nach gewicht GtySagen Bemerkungen 
dem Hungern rt V%o 
A. 
1 2000 1500 31,2 0,416 
2 2200 2100 35,5 0,384 
3 2100 1300 26,0 0,416 : 
4 2100 1500 25.5 0.434 Glucose 3 g, Adrenalin- 
5 2000 1500 29 5 0.454 chloridlésung (1: 1000 
6 2100 1700 31.0 0,434 0,02 ccm. 
7 2200 2000 39.5 0,416 
Durchschnittswert : 0,422 
B. 
1 2000 1700 37,5 0,526 
2 2100 1900 30.5 0,555 
3 2150 1900 36,5 0,526 ; , 
4 2000 1500 25,1 0,500 Glucose 3 g, Adrenalin- 
5 2300 1900 33,5 0,555 chloridlésung (1:1000) 
6 2000 1800 38,9 0,555 0,03 ccm. 
7 2100 1900 39,4 0,526 
Durchschnittswert : 0,534 





2. Zufuhr von Glucose und Cholsdure mit Adrenalin beim splanchnikotomierten 
Kaninchen. 

Bei diesem Versuch wurde die Cholsiure dem Kaninchen als 
1% ige Natriumsalzl6sung unter Zusatz von Glucose per os verab- 
reicht. Tabelle ILA und IIB zeigt, daB der Glykogengehalt der Leber 
bei Zufuhr von Glucose und Cholsiure mit 0,02 ccm Adrenalinlésung 
pro Kilogramm durchschnittlich 0,576°%, und bei der mit 0,03 ecm 
Adrenalinlésung 0,673°%, betrug: die 0,1°,ige Adrenalinchloridlésung 
wurde subcutan injiziert. 

Der Glykogengehalt der Leber wurde in diesem Falle somit durch- 
schnittlich um 0,139 bis 0,154% vermehrt gefunden im Vergleich mit 
dem bei Zufuhr von Glucose mit Adrenalin allein. Die Glykogen- 
bildung der Leber wird durch weitere Zufuhr von Cholséure durch- 
schnittlich um 26,03 bis 36,4°% gesteigert (vgl. Tabelle I und II). 
Aus diesen Daten ]aBt sich ersehen, daB bei splanchnikotomierten 
Kaninchen fiir die Glykogenbildung der Leber aus Glucose das Adrenalin 
gegen die Cholsaure nicht antagonistisch, sondern vielmehr synergistisch 
zu wirken scheint. Wenn diese Ergebnisse mit denen bei Zufuhr von 
Glucose mit Cholsdiure verglichen werden (s. Tabelle ITB der ersten 
Mitteilung), so erhellt, daB der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr 
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von Glucose mit Adrenalin durch weitere Zufuhr von Cholséure durch- 
schnittlich um 33,02 bis 55,42°%, gesteigert wird. Bei splanchnikoto- 
mierten Kaninchen wird somit die Glykogenbildung der Leber sowohl] 
durch Cholsaure als auch durch Adrenalin geférdert, und zwar durch 
erstere viel starker als durch letztere. Die Gallensiure hat bei der Gly- 
kogenbildung gegen das Adrenalin daher keine antagonistische Wirkung, 
und bei Splanchnicusdurchschneidung wird die Glykogenbildung der 
Leber durch Zufuhr von Cholsiure und Adrenalin tiberncrmal gesteigert 
(s. Tabellen I und II der ersten Mitteilung). Kurz gefaBt laBt sich somit 
der SchluB ziehen, daB die die Glykogenbildung férdernde Wirkung 
der Gallensiure vom Tonus der sympathischen Nerven stark ab- 
hangig ist. 
Tabelle 11. 


(Splanchnikotomie. ) 





Kiérpergewicht o 
eber- 

* Glykogen 
gewicht adit Bemerkungen 








Nr. vor nach 
dem Hungern £ 
A. 

1 2300 2000 44,4 0,625 
2 2100 1700 38,4 0.625 
3 2200 2000 49,5 0,526 Glucose 3g, Cholsiure 
4 2200 2100 40,9 0,588 0,3 g, Adrenalinchlo- 
5 2200 1500 31,6 0,526 ridlésung (1: 1000) 
6 2100 1900 39,5 0,588 0.08 can. 
7 2100 1900 45.5 0,555 

Durchschnittswert : 0.576 

B. 

1 2300 2100 46.6 0,666 
2 2100 =| 2000 37,2 0,714 
3 2200S 2100 41,3 0,666 Glucose 3g, Cholsaure 
4 2200 1900 37,3 0,625 0.3g, Adrenalinchlo- 
5 2100 1800 40.7 0,666 ridlésung (1: 1000) 
6 2100 1900 46.5 0,666 0.03 cem. 
7 2000 1900 42.2 0,714 

Durchschnittswert : 0.673 


3. Zufuhr von Glucose mit Insulin beim splanchnikotomierten Kaninchen. 

Bei diesem Versuch wurde den splanchnikotomierten Kaninchen 
1, bis !/, Einheit von Insulin subeutan verabreicht. Der Glykogen- 

3 2 ROB 
gehalt der Leber wird bei Zufuhr von '), Einheit von Insulin durch- 
schnittlich mit 0,303 °%, und bei der von !/, Einheit pro Kilogramm mit 
/0 2 e 

0,255°, angezeigt. Hieraus erhellt, dab der Glykogengehalt der Leber 
? /O . 
von splanchnikotomierten Kaninchen bei Zufuhr von Insulin im Ver- 
gleich mit dem bei Zufuhr von Glucose allein um 0,104 bis 0,152°, 
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vermindert erscheint ; er wird durch Zufuhr von Insulin durchschnittlic! 
um 25,55 bis 37,35°, herabgesetzt, wie in Tabelle LILA und LLB 
angegeben (vgl. hiermit Tabelle ILA der ersten Mitteilung). Dies: 
Herabsetzung der Glykogenbildung der Leber durch Insulin tritt 
immer starker auf, je mehr Insulin zugefiihrt wird. Aus diesen Daten 
geht hervor, daB die Glykogenbildung der Leber von splanchnikoto- 
mierten Kaninchen durch Insulin stark herabgesetzt wird und die die 
Glykogenbildung férdernde Wirkung von Insulin mit dem Tonus de: 
sympathischen Nerven in innigem Zusammenhang steht. 


Tabelle III. 


(Splanchnikotomie. ) 





Korpergewicht 
I Leber- Givi 

seh ilykogen 

vor nach gewicht Bemerkungen 


dem Hungern 


2100 1900 32, 0,303 
2000 1600 32.§ 0,285 
2000 1400 29, 0,312 
2000 1500 32,5 0,333 Glucose 3 g. 
2000 1800 3b4,: 0,294 Insulin !/, Einheit. 
2100 1700 38.,: 0.303 , 
2000 1800 40, 0,294 


_ 


tHe Cote 


6 
7 


Durchschnittswert : ,303 


2000 1500 35.8 
2000 1600 38.5 
2000 1500 40,0 
2100 1500 35,9 268 Glucose 3 g. 

2000 1800 41,5 an Insulin !/, Einheit. 
2200 1900 38,4 r 
2100 1700 39.5 





Durchschnittswert : 


4. Zujuhr von Glucose und Cholsdéure mit Insulin bei Splanchnikotomie. 

Bei diesem Versuch wurde das Insulin ('/, bis 1), Einheit pro Kilo- 
gramm) nach peroraler Verabreichung von Glucose und Cholsiure 
subeutan gegeben. Obwohl der Glykogengehalt der Leber je nach der 
Menge des zugefiihrten Insulins verschieden ist, wird der Glykogen- 
gehalt der Leber bei Zufuhr von */, Einheit von Insulin durch- 
schnittlich mit 0,391°, und bei der von 14/, Einheit mit 0,279°, 
angezeigt (s. Tabelle IV). Verglichen mit dem Glykogengehalt bei Zufuhr 
von Glucose mit Cholsaiure wird er durchschnittlich um 0,042 bis 0,154 °,, 
vermindert, und zwar wird die Glykogenbildung der Leber durch 
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Zufuhr von Insulin durchschnittlich um 9,7 bis 35,57°, herabgesetzt, 
wihrend der Glykogengehalt im Vergleich mit dem bei Zufuhr von 
Glucose mit Insulin allein durchschnittlich um 0,024 bis 0,088°, ver- 
mehrt gefunden wird, indem er um 9,41 bis 29,04°, gesteigert erscheint 
vgl. hiermit Tabelle 11). 

Aus den Daten erhellt, dai bei Splanchnikotomie die Glykogen- 
bildung der Leber bei Zufuhr von Insulin im Vergleich mit der bei 
Zufuhr von Glucose allein vermindert und bei Zufuhr von Insulin mit 
Cholsiure im Vergleich mit der bei Zufuhr von Insulin allein vermehrt 
wird, wahrend sie bei Zufuhr von Insulin mit Cholsiure verglichen 
mit der bei Zufuhr von Cholsaure allein eine Verminderung erfahrt. 
Diese letztere verminderte Glykogenbildung beruht auf der Insulin- 
wirkung und tritt immer stirker in die Erscheinung, je mehr Insulin 
zugefiihrt wird. 

Bei Splanchnikotomie wirken Adrenalin und Insulin fir die 
Glykogenbildung der Leber gerade umgekehrt gegeneinander wie normal. 
Im normalen Falle mobilisiert bekanntlich das Adrenalin das Glykogen 
der Leber und synthetisiert das Insulin das Glykogen nur, wenn der 
Zuckervorrat in der Leber geniigend reichhaltig ist, wie viele Autoren, 
z. B. Cort und Pucher (1923), nachgewiesen haben. Diese Tat- 
sachen zeigen, daB die Glykogenbildung der Leber durch Insulin und 
die Glykogenmobilisation durch Adrenalin mit der Funktion der 
sympathischen Nerven in innigem Zusammenhang steht. Wie oben 
erwahnt, wird bei Splanchnikotomie die die Glykogenbildung der Leber 
férdernde Wirkung der Cholsiure durch Adrenalin weiter geférdert, 
durch Insulin dagegen herabgesetzt. Bei Splanchnikotomie  wirkt 
die Cholsaure fiir die Glykogenbildung der Leber gegen das Insulin 
somit antagonistisch, mit dem Adrenalin aber synergistisch, und zwar 
wirkt die Cholsaure fiir di¢é Glykogenbildung der Leber von splanch- 
nikotomierten Kaninchen sowohl durch Adrenalin als auch durch 
Insulin férdernd, obwohl das Insulin gegen das Adrenalin bei der 
Glykogenbildung der Leber von splanchnikotomierten Kaninchen 
antagonistisch wirkt. Diese férdernde Wirkung der Cholsaure tritt bei 
Adrenalin viel starker auf als bei Insulin. 

Aus den oben erwihnten Daten geht hervor, daB das Adrenalin 
bei der Glykogenbildung der Leber gegen das Insulin antagonistisch 
wirkt, soweit die Glvkogenbildung der Leber durch die Funktion der 
sympathischen Nerven beeinfluBt wird. Der Tonus der sympathischen 
Nerven steht mit der Glykogenbildung der Leber naimlich in einem 
unmittelbaren Zusammenhang. Wenn der Tonus der sympathischen 
Nerven herabgesetzt wird, wie durch Splanchnicusdurchschneidung, so 
wird die die Glykogenbildung der Leber férdernde Wirkung durch das 
Adrenalin iibernormal gesteigert. 
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Tabelle IV. 


(Splanchnikotomie.) 





Kirpergewicht 





La Leber- 
Nr. vor nach gewicht Cysegen Bemerkungen 
dem Hungern 4 
A. 
| 2050 2000 43,8 0,384 
2 2000 1900 37,6 0,434 
3 2200 1500 38,7 0,416 . ; 
4 2300 2100 53,5 0,384 Glucose 3 g. 
5 2200 2000 38,9 0,370 Cholséure 0,3 g. 
6 2000 1500 26.6 0,367 Insulin 4/, Einheit. 
7 2300 2000 34,6 0,384 
Durchschnittswert : 0.391 
B. 
1 2300 1900 44,3 0,294 
2 2400 2200 39,7 0,285 
3 2500 1900 34,7 0,250 : . 
4 2300 1900 38,0 0,277 Glucose 3 g. 
5 2000 1700 36,7 0,277 | ¢ Cholsiure 03g. _ 
6 2350 1900 49.0 0.270 Insulin 1/, Einheit. 
7 2400 2300 56,0 0,303 
Durchschnittswert : 0,279 


d. Zufuhr von Glucose mit Adrenalin bei Vagotomie. 


In diesem Falle wurde das Adrenalin nach peroraler Zufuhr von 
Glucose dem Kaninchen unter genau den gleichen Bedingungen wie 
bei Splanchnikotomie subcutan verabreicht. Aus Tabelle V ersieht 
man, daB der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr von Adrenalin 
durchschnittlich 0,296 bis 0,372 betrigt, obwohl er je nach der zu- 
getiihrten Menge von Adrenalin verschieden ist. Wenn dieser Wert 
mit dem bei Zufuhr von Glucose allein verglichen wird, so erfahrt er 
bei Zufuhr von kleineren Adrenalinmengen eine Verminderung von 
durchschnittlich 0,026%, bei Zufuhr von gréBeren Mengen indes eine 
Vermehrung von 0,05%. Die Glykogenbildung der Leber wird bei 
ersterer also durchschnittlich um 8,07% herabgesetzt, bei letzterer 
um 15,52 % gesteigert (s. Tabellen IVA und V A der vorigen Mitteilung). 
Auch bei Vagotomie wird die Glykogenbildung der Leber durch Zufuhr 
von gréBeren Adrenalinmengen gesteigert, obwohl die gesteigerte 
Glykogenbildung im Vergleich mit der bei Splanchnikotomie viel 
schwacher auftritt. 

Aus den Daten geht hervor, daB die Glykogenbildung der Leber 
sowohl] mit als auch ohne Zufuhr von Adrenalin vom Sympathicus 
mehr als vom Vagus abhangig ist. 
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Tabelle V. 


(Vagotomie. ) 





Koérpergewicht 


Leber- Givkoge 
Nr. vor nach gewicht ee Bemerkungen 
dem Hungern g V5 
A. 

l 2400 2300 50,0 0,312 
2 2000 1500 | = 35,0 0,285 
3 2000 1800 42.0 0,294 : ; 
4 2100 1800 43,9 0,312 Glucose 3 g, Adrenalin- 
5 2000 1700 41.0 0,294 chloridlésung (1:1000) 
6 2200 1900 43,5 0,294 0,02 cem. 
7 2100 1800 40,1 0,285 

Durchschnittswert : 0,296 

B. 

1 2300 2100 35,6 0,384 
2 2050 1900 43,8 0,357 
3 2200 2000 43,5 0,384 
4 2100 2000 51.5 0,370 Glucose 3 g, Adrenalin- 
5 2000 1600 34.5 0.357 chloridlésung' (1 4 1000) 
6 22) 2000 43,0 0,370 0,03 cem. 
7 2000 1800 39,5 0,384 

Durchschnittswert : 0,372 





6. Zufuhr von Glucose und Cholsdure mit Adrenalin bei Vagotomie. 


Bei diesem Versuch wurde den vagotomierten Kaninchen nach 
peroraler Zufuhr von Glucose und Cholsdure 0,02 bis 0,03 ccm einer 
0,1°% igen Adrenalinchloridlésung pro Kilogramm subcutan injiziert. 
Aus Tabelle V1 erhellt, daB bei Zufuhr von Adrenalin und Cholsaure 
der Glykogengehalt der Leber von vagotomierten Kaninchen durch- 
schnittlich 0,343 bis 0,453°, betragt, im Vergleich mit dem bei Zufuhr 
von Cholsaure allein aber durchschnittlich um 0,006 bis 0,115°, ver- 
mindert gefunden und durch Zufuhr von Adrenalin um 1,3 bis 25,1°, 
herabgesetzt wird (vgl. Tabelle VI mit Tabelle IVB der vorigen Mit- 
teilung). Durch Vagusdurchschneidung wird die synthetische Wirkung 
des Adrenalins und die férdernde Wirkung der Cholsiéure fiir die 
Glykogenbildung herabgesetzt. Dies scheint mir wohl auf der durch 
Vagotomie und Adrenalin hervorgerufenen sympathischen Uber- 
erregung zu beruhen, wahrend die Gallenséure nicht ausreicht, um die 
Ubererregung zu unterdriicken. Obwohl die die Glykogensynthese 
fordernde Wirkung des Adrenalins auch bei Vagotomie zu beobachten 
ist (vg]. A und B der Tabellen V und V1), so tritt diese Wirkung dennoch 
sowohl mit als ohne Cholsiure bei Splanchnikotomie viel starker auf 


(s. Tabellen I, I], V, VIA und VIB). 
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Aus diesen Daten geht hervor, dab die die Glykogensynthese 
fordernde Wirkung des Adrenalins vom Tonus der sympathischen 
Nerven starker als von dem der vagischen abhaingig ist. Was die die 
Glykogenbildung der Leber férdernde Wirkung der Cholsaure betrifft, 
so wurde bereits erwahnt, daB sie bei Vagotomie viel starker als bei 
Splanchnikotomie auftritt, und es wurde daraus geschlossen, daB die 
die Glykogensynthese fordernde Wirkung der Cholsiure vom Tonus 
der sympathischen Nerven mehr als von dem der vagischen abhangig 
ist (s. Tabellen IJ, 1V A und IV B). 

Die oben erwahnten Daten lassen den SchluB zu, dab Gallensiure 
(Cholsiure) und Adrenalin nicht antagonistisch wirken, soweit sie die 
Glykogenbildung der Leber betreffen. 


Tabelle VI. 
(Vagotomie.) 





Koirpergewicht 





7 Leber- isin 
Nr. vor nach gewicht —— Bemerkungen 
dem Hungern g lo 
A. 

1 2000 1800 40,9 0.357 
2 2000 1800 37,5 0.344 
3 3100 2600 50,7 0,357 Glucose 3 ¢. Cholsaure 
4 2150 2100 31,2 0,322 0.3¢, Adrenalinchlo- 
5 2650 2300 47,8 0.344 ridlésung (1: 1000 
6 2500 1700 26.0 0,333 0.02 cem. 
7 2150 1700 40,0 0,344 

Durchschnittswert : 0,343 

B. 

1 ¥ 2000 1800 $5.1 0.454 
2 2000 1500 53.0 0,416 
3 2100 1900 43,5 0,500 Glucose 3 ¢. Cholsiure 
4 2000 1800 29,0 0,434 0.3 ¢, Adrenalinchlo- 
5 2200 1800 32.5 0.476 ridlésung (1 : 1000) 
6 2100 1700 30,0 0,454 0,03 ccm. 
7 2100 1500 25.3 0,434 

Durchschnittswert : 0,452 





7. Zufuhr von Glucose mit Insulin bei Vagotomie. 
Bei diesem Versuch wurde den vagotomierten Kaninchen !,, bis 
2 Kinheit von Insulin pro Kilogramm nach percraler Zufuhr ven 
Glucose subcutan verabreicht. 

Es wurde bereits in der ersten Mitteilung erwahnt, daB die Vagus- 
durchschneidung die Glykogenbildung der Leber starker herabsetzend 
beeinfluBt als die Splanchnicusdurchschneidung und dab der Glykogen- 
gehalt der Leber bei Vagotomie durchschnittlich 0,3224°, betrug 
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(s. Tabelle LV A, erste Mitteilung). Aber bei Zufuhr von Insulin (! 3 bis 
'/, Kinheit pro Kilogramm) wird der Glykogengehalt der Leber von 
vagotomierten Kaninchen mit 0,228 bis 0,201°, angezeigt, wie aus 
Tabelle VII ersichtlich. Die Glykogenbildung der Leber von vagoto- 
mierten Kaninchen wird durch Zufuhr von Insulin somit stark herab- 
gesetzt. Wenn der Glykogengehalt der Leber von vagotomierten 
Kaninchen mit dem von splanchnikotomierten verglichen wird (siehe 
Tabellen VII und IIL), so ergibt sich, daB der Glykogengehalt der Leber 
von vagotomierten durchschnittlich um 0,094 bis 0.121%, vermincert 
und die Glykogenbildung durchschnittlich um 29,19 bis 37,58°,, herab- 
gesetzt ist. 

Aus den Daten erhellt, daB die Glykogenbildung der Leber durch 
Insulin mehr vom vagischen als vom sympathischen Tonus abhangig 
ist. Fur die Glykogenbildung der Leber mittels des Insulins scheint 
mir der Tonus der vagischen Nerven daher notwendig zu sein. 


Tabelle VII. 


(Vagotomie.) 





Kérpergewicht 
——s Leber- . 
gewicht Glykogen 


Nr. vor ; nach Bemerkungen 
dem Hungern g 0, 
A. 

1 2200 2000 47,1 (0,222 
2 2000 1600 37,2 0,217 
3 2100 1900 38,5 0,222 
4 2100 1800 33.3 0,238 Glucose 3¢ 
5 2200 1900 39,8 0,232 Insulin '/., Kinheit. 
6 2000 1800 40,4 0,238 
7 2300 1900 ‘ 46,2 0,222 

Durchschnittswert : 0,228 

B. 

1 2000 1800 36,7 0,208 
2 2500 2300 49.1 0.212 
3 2000 1800 32,5 0,185 
4 2000 1700 41,7 0,217 Glucose 3 g. 
Z 2000 1500 22,5 0,188 Insulin '/, Einheit. 
6 2100 1900 38,9 0,212 . 
7 2200 2000 43,- 0,185 

Durchschnittswert : 0,201 





8. Zufuhr von Glucose und Cholsdure mit Insulin bei Vagotomie. 


Nach Fiitterung von Glucose und Cholsiure wurde den vagoto- 
mierten Kaninchen */, bis !/, Einheit von Insulin pro Kilogramm 
subcutan verabreicht. Aus Tabelle VIII ist zu ersehen, daB der Glykogen- 
gehalt der Leber von vagotomierten Kaninchen bei Zufuhr von Insulin 
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Tabelle VIII. 
(Vagotomie. ) 





Koérpergewicht 


Leber- Glykoge 
Nr vor nach gewicht si cites Bemerkungen 
dem Hungern g 
A. 

1 2000 1800 32,7 0,263 
2 2300 1900 38,0 0,256 
3 2000 1800 37,6 0,264 : ‘ 
4 2100 1700 42.5 0,303 Glucose 3 g. 
5 2300 2100 38,7 0,264 Cholsaure 0,3 g. _ 
6 2000 1800 37,7 0,256 Insulin 1/, Einheit. 
7 2100 2000 50,4 0,285 

Durchschnittswert : 0,270 

B. 

1 2350 2200 42,1 0,232 
2 2400 2100 44,8 0,222 
3 2300 2100 32,5 0,217 
4 2200 2000 40,0 0,222 Glucose 3 g. 
5 2100 1900 35,2 0,227 Cholsaure 0,3 g. 
6 2050 1400 27,0 0.217 Insulin 1/, Einheit. 
7 2000 1800 36,0 0,213 

Durchschnittswert : 0,221 





mit Cholsaure durchschnittlich 0,221 bis 0,270°, betragt. Verglichen 
mit dem bei Zufuhr von Glucose und Cholsaure (Tabelle IV B der 
ersten Mitteilung) findet er sich durchschnittlich um 0,188 bis 0,237°, 
vermindert, und die Glykogenbildung der Leber von vagotomierten 
Kaninchen wird durch Zufuhr von Insulin mit Cholséure somit durch- 
schnittlich um 41,04 bis 51,53°, herabgesetzt. Auch verglichen mit 
dem von splanchnikotomierten Kaninchen bei Zufuhr von Cholsaure 
mit‘ Insulin wird der Glykogengehalt der Leber von vagotomierten 
herabgesetzt gefunden (s. Tabellen IV und VIII). Der Glykogen- 
gehalt der Leber von vagotomiertem Kaninchen bei Zufuhr von Chol- 
siure mit Insulin wird im Vergleich mit dem bei Zufuhr von Insulin 
allein nicht so merklich verschieden gefunden, obwohl der erstere sich 
als etwas gréBer als der letztere erwies (vgl. Tabelle VII mit VIII). 
Hierbei wird also die die Glykogenbildung férdernde Wirkung der 
Cholsdure im Vergleich zu der bei Sympathikotomie nur in unwesent- 
lichem MaBe beobachtet. 

Aus den obigen Daten geht hervor, daB die die Glykogenbildung 
fordernde Wirkung der Cholsiure mehr durch den Tonus der sympathi- 
schen Nerven als durch den der vagischen beeinfluBt wird, waihrend 
die des Insulins mehr vom Tonus der vagischen Nerven als dem der 
sympathischen abhangig ist. Die Ursache dafiir, daB die die Glykogen- 
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bildung férdernde Wirkung der Cholsdure bei Vagotomie nicht auf- 
getretenist, scheint mir einerseits auf der von der Vagusdurchschneidung 
herrihrenden Ubererregung der sympathischen Nerven, andererseits 
auf der durch Zufuhr von Insulin verursachten gesteigerten Zucker- 
verbrennung zu beruhen. 

Weiter geht aus den obigen Daten hervor, daB auch bei Vagotomie 
das Adrenalin Glykogenbildung férdert, wahrend das Insulin sie herab- 
setzt, soweit die Versuche unter genau den gleichen Bedingungen aus- 
gefiihrt wurden. Beide scheinen also antagonistisch gegeneinander zu 
wirken. 

Kurz gefaBt laBt sich aus samtlichen obigen Daten der SchluB 
ziehen, daB die die Glykogenbildung der Leber férdernde Wirkung der 
Cholsiure und des Adrenalins mehr vom Tonus der sympathischen als 
dem der vagischen Nerven abhangig ist, wihrend es sich bei der des 
Insulins genau umgekehrt verhalt. 


Zusammenfassung. 

1. Bei Splanchnikotomie férdert das Adrenalin die Glykogen- 
bildung der Leber, waihrend das Insulin sie herabsetzt. In' beiden 
Fallen wirkt die Cholsiure auf die Glykogenbildung stets férdernd, 
und diese f6rdernde Wirkung tritt mit Adrenalin viel starker auf als 
mit Insulin, und zwar bei ersterem iiber die Wirkung von Cholsiéure 
allein noch hinaus. 

2. Aus den Daten scheint hervorzugehen, daB die das Glykogen 
der Leber mobilisierende und synthetisierende Wirkung des Adrenalins 
mit dem sympathischen Tonus in innigem Zusammenhang steht, und 
zwar, daB erstere vom gesteigerten sympathischen Tonus abhangig ist, 
letztere durch den herabgesetzten sympathischen Tonus geférdert 
wird. Weiter scheint sich zu ergeben, daB die das Glykogen der Leber 
synthetisierende Wirkung des Adrenalins auch unter Vermittlung der 
N. splanchnici direkt auf die Leber vor sich geht. 

3. Die Herabsetzung der Glykogenbildung der Leber durch Insulin 
bei Splanchnikotomie scheint darauf zu beruhen, daB die durch Splanch- 
nikotomie verursachte Ubererregung der vagischen Nerven die ge- 
steigerte Zuckerverbrennung in der Peripherie zur Folge hat, indem 
der gesteigerte vagische Tonus die Insulinsekretion aus dem Pankreas 
fordert. 

4. Bei Vagotomie wird die Glykogenbildung der Leber durch 
Adrenalin gesteigert, durch Insulin aber stark herabgesetzt, und zwar 
treten beide Wirkungen hierbei viel schwacher als bei Splanchnikotomie 
auf. Genau wie bei Splanchnikotomie wirkt die Cholsiure auf die 
Glykogenbildung der Leber stets férdernd ein sowohl bei Zufuhr von 
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Adrenalin als auch bei der von Insulin. Diese fordernde Wirkung de: 
Cholsaure tritt viel schwacher als bei Splanchnikotomie auf. 

5. Aus den Daten geht hervor, daB die die Glykogenbildung de 
Leber fordernde Wirkung der Cholsiure und des Adrenalins mehr vom 
sympathischen als vom vagischen Tonus abhangig ist, wabrend es sich 
bei der des Insulins gerade umgekehrt verhalt, und daB die Cholsaure 
und das Adrenalin fir die Glykogenbildung der Leber nicht antago- 
nistisch, sondern synergistisch miteinander wirken. 
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XV. Mitteilung: 
Die Glykogenbildung im Muskel durch Gallensiiure bei Splanchnikotomie. 


Von 
Toshio Miki. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 


(Eingegangen am 29. Februar 1932.) 


In friiheren Mitteilungen! habe ich schon den Zusammenhang 
zwischen der Glykogenbildung der Leber und dem vegetativen Nerven- 
system untersucht und gefunden, daB die die Glykogenbildung in der 
Leber fordernde Wirkung der Gallensiure mehr mit dem sympathischen 
Nervensystem als mit dem vagischen zusammenhiangt. Weiter wurde 
dabei festgestellt, daB die Gallensiure bei der Glykogenbildung nicht 
nur antagonistisch gegen das Adrenalin, sondern auch synergistisch 
mit dem Adrenalin wirkt. Dabei habe ich darauf hingewiesen, daB 
die Glykogenbildung und -spaltung der Leber durch Gallensiure und 
Adrenalin unter ihrer antagonistischen oder synergistischen Wirkung 
reguliert wird, weil die Gallensiure bei Splanchnikotomie auf die 
Glykogenbildung der Leber mit dem Adrenalin synergistisch wirkt, 
dessen Sekretion aus der Nebenniere durch Zufuhr der Gallensaéure 
gehemmt wird, wie dies von Misaki? und Okamura® bewiesen wurde. 
DaB dies der Fall ist, hat neuerdings auch Chikamori* gezeigt, der fand, 
daB die alimentaire Glykosurie durch Zufuhr von kleineren Mengen 
Adrenalin herabgesetzt, aber durch die von gréBeren vermehrt wird, 
und durch weitere Zufuhr von Gallensiure die erstere zu- und die 
letztere abnimmt. 

Obwohl wir bisher keinen zuverlassigen Beweis fiir die Zirkulation 
von Gallensiure im allgemeinen Kreislauf besitzen, so besteht doch 
kein Zweifel daran, daB im normalen Blut, insbesondere im Pfortader- 
blut, Gallenséure in bestimmten physiologischen Mengen vorhanden 


1 T. Miki, J.of Biochem. 15, Heft 1, 1932, diese Zeitschr. 247, 445, 1932. 
2 K. Misaki, ebendaselbst 8, 235, 1927. 
3 T'. Okamura, ebendaselbst 9, 271, 1928. 
4 S. Chikamori, Okayama Igakkai Zasshi 44, Heft 2, 1932. 
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ist und im Stoffwechsel in der Leber eine wichtige Rolle spielt. Nach 
Tappeiner' und Croftan® und neuerdings nach Szilard*, Rosenthal 
und Katayama® soll die Gallenséure im normalen Blute vorhanden sein. 
Doch wurde der Nachweis der Gallensaéure im Blute nach der indirekten 
Methode ausgefiihrt. Sicher steht jedoch auBer allem Zweifel, daB beim 
Stauungsikterus durch Gallenstein oder Tumor neben dem Gallenweg 
die Gallenséure durch RiickfluB der Galle im allgemeinen Kreislauf 
zirkuliert und sogar im Harn ausgescheiden wird. Danach muB wenig 
stens beim Stauungsikterus die Gallenséure irgendeinen EinfluB auf 
den Kohlenhydratstoffwechsel ausiiben. 

Es ist bereits im allgemeinen bekannt, daB das Adrenalin die 
Endigungen sympathischer Nerven in Erregung versetzt und auf das 
Glykogen des Muskels mobilisierend wirkt, was bedeutet, daB der 
Kohlenhydratstoffwechsel des Muskels mit der Funktion des vegetativen 
Nervensystems in innigem Zusammenhang steht. In diesem Sinne ist 
es von Bedeutung, den Einflu8 des Adrenalins und der Gallensaure 
auf die Glykogenbildung im Muskel zu erforschen. Besonders interessant 
ist eine solche Untersuchung auch deshalb, weil die Gallensiure den 
Nucleinstoffwechsel férdert und die Nucleasewirkung im Gewebe 
verstirkt, indem sie die Phosphorsiurespaltung aus Nucleinsadure 
deutlich vermehrt, wie dies von vielen Autoren, wie Karasawa®, Hatake- 
yama? und Okamura® festgestellt wurde. Die Phosphorsaure beteiligt 
sich bekanntlich unter Bildung von Hexosephosphorsiure an der 
Bildung und Spaltung des Glykogens im Muskel. Dies ist deshalb von 
groBer Wichtigkeit, weil die Adenylsiure und das Pyrophosphat mit 
dem Kohlenhydratstoffwechsel im Muskel eng verkniipft sind, was 
bereits von Euler und Myrback® und Lohmann” behauptet worden ist. 
Was den EinfluB der Gallensiure auf die Glykogenspaltung im Muskel 
anbetrifft. so wurde von Teraoka™ und Misaki beobachtet, daB die 
Glykogenspaltung im Muskel durch Zufuhr von Cholsiure in vitro 
gehemmt und die Glykogenbildung dadurch in vivo vermehrt wird. 


! H. Tappeiner, Sitzungsber. d. kaiserl. Akad. Wien 77, 281, 1878. 

2 A.C. Croftan, Pfliigers Arch. 90, 635, 1902. 

% P. Szilard, diese Zeitschr. 1738, 440, 1926. 

4 F. Rosenthal, L. Wislicki u. H. Pommernelle, Schmiedbergs Arch. 122, 
159, 1927. 

5 I. Katayama, Arch. of intern. Med. 42, 916, 1928. 

6 R. Karasawa, J. of Biochem. 6, 139, 1926; 7, 145, 1927. 

7 T. Hatakeyama, ebendaselbst 8, 261, 1927. 

8 T'. Okamura, ebendaselbst 8, 391, 1928. 

® H.v. Euler u. K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 189, 1931. 

10 K. Lohmann, diese Zeitschr. 241, 50u. 67. 1931. 

1 VW. Teraoka, ebendaselbst im Druck, 1932. 

12 K. Misaki. 1. ¢. 
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Experimenteller Teil. 

Die Splanchnikotomie wurde nach Schulze ausgefiihrt. Vom 13. Tage 
nach der Operation an muBten die Kaninchen 4 Tage lang hungern. Dann 
wurden der ersten Gruppe von Kaninchen 10 ccm einer 20° igen Glykose- 
lésung pro Kilogramm Korpergewicht intravenés injiziert. Der zweiten 
Gruppe von Tieren wurden 30 Minuten nach Zufuhr derselben Menge von 
Glucose 0,03 cem einer 0,1° igen Adrenalinchloridlésung pro Kilogramm 
K6rpergewicht subcutan einverleibt. Darauf wurden der dritten Gruppe 
von Kaninchen zuerst 2 ccm einer 1° igen Cholatlésung pro Kilogramm 
Korpergewicht subcutan und nach | Stunde dieselbe Menge Zucker intra- 
venoés eingespritzt. Zuletzt wurde der vierten Gruppe | Stunde nach der 
subeutanen Zufuhr derselben Menge Cholsaiure dieselbe Menge Zucker 
intravenés und nach einer weiteren halben Stunde dieselbe Menge Adrenalin- 
chloridlésung percutan einverleibt. Alle diese Kaninchen wurden einzeln 
3 Stunden nach der Zuckerzufuhr mittels Nackenschlags getétet und die 
schnell herausgeschnittenen Schenkelmuskeln gewogen. Das Glykogen des 
Muskels wurde ebenfalls nach der Pfliigerschen Methode bestimmt. 


Die Resultate finden sich in den folgenden Tabellen I bis LV. 


1. Zufuhr von Glucose. 
Nach der Tabelle 1 betrug der Glykogengehalt des Muskels von 
splanchnikotomierten Kaninchen bei Zufuhr von Glucose allein durch- 


schnittlich 0,0564°,. 
Tabelle 1. 
(Kontrolle.) 





Kérpergewicht 
ces Muskel- 





: or . : Glykogen . . - 
a dem Benson — gewicht ae Bemerkungen 
x g g 

1 2000 1700 100 0.0543 10cem 20° ,iger Glu- 
2 2000 1800 L100 0.0555 coselésung pro Kilo- 
3 2200 1800 100 0.0561 gramm Koéorpergew. 
4 2000 1600 100 0.0571 

5 2000 1700 100 0.0588 

6 2100 1900 100 0.0561 

7 2000 1700 100 0.0571 

Durchschnittswert : 0.0564 


2. Zufuhr von Glucose mit Adrenalin. 

Nach Tabelle Il betrug der Glykogengehalt des Muskels von 
splanchnikotomierten Kaninchen bei Zufuhr von Glucose mit Adrenalin 
durchschnittlich 0,0615°%. Es ist also der durchschnittliche Wert des 
Glykogengehaltes von splanchnikotomierten Kaninchen bei Zufuhr 
von Adrenalin 5,1 mg-°%, héher als der bei Zufuhr von Zucker allein, 
wonach die Glykogenbildung des Muskels von splanchnikotomierten 
Kaninchen durch Zufuhr von kleinen Adrenalinmengen durchschnittlich 


um 9,04°, zunimmt. 
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Tabelle II. 
(Adrenalin. ) 





Kirpergewicht 
we Muskel- 


Nr. vor nach gewicht Glykogen Bemerkungen 
dem Hungern dem Hungern 
g g g %p 
1 2000 1800 100 0,0602 10cem 20% iger Glu- 
2 2000 1900 100 0,0609 coselésung u. 0,03cem 
3 2200 2000 100 0,0625 0,1% iger Adrenalin- 
4 2000 1900 100 0,0625 chloridlésung proKilo- 
5 2200 1900 100 0,0617 gramm Kérpergew. 
6 2000 1700 100 0,0609 
7 2100 | 1800 100 0,0617 
Durchschnittswert : 0,0615 


Aus den Ergebnissen geht hervor, daB die Glykogenbildung des 
Muskels vom sympathischen Tonus stark abhangig ist, wie dies auch 
bei der Leber der Fall war. Bei herabgesetztem sympathischen Tonus 
wird namlich die Glykogenbildung des Muskels selbst durch Zufuhr 
einer sehr kleinen Adrenalinmenge gesteigert. Danach wirkt also das 
Adrenalin am Muskel, genau wie bei der Leber, nicht nur glykogen- 
mobilisierend, sondern auch glykogenbildend. 


3. Zufuhr von Glucose mit Cholsdure. 


Nach der Tabelle III betragt der Glykogengehalt des splanchnikoto- 
mierten Kaninchenmuskels bei Zufuhr von Cholséure durchschnittlich 
0,0786°,. Er ist 22 mg-°4 héher als der bei Zufuhr von Glucose allein. 
Die Glykogenbildung des Muskels wird also bei Splanchnikotomie 
durch Zufuhr von Cholséure durchschnittlich um 39,28°/, gesteigert. 
Aus den Ergebnissen geht hervor, da8 bei Ausfall des sympathischen 
Tonus die die Glykogenbildung im Muskel férdernde Wirkung der 
Gallensiure deutlich zutage tritt. Es liegt der Gedanke nahe, daB 
die durch Splanchnikotomie verursachte Zunahme der Glykogen- 
bildung im Muskel durch Zufuhr von Gallensiure weiter verstarkt 
wird, weil, wie bereits in der zweiten Mitteilung erwahnt wurde, die 
Gallensiure auf den Sympathicus lihmend wirkt. Friiher hat Misaki 
beobachtet, daB die Glykogenbildung des normalen Kaninchenmuskels 
durch Zufuhr von Gallensiure nicht immer vermehrt wird. Das riihrte 
wohl daher, daB die zugefiihrte Gallensiure zur Herabsetzung des 
sympathischen Tonus im Muskel nicht ausreichte. Aus meinen experi- 
mentellen Ergebnissen geht hervor, daB die Glykogenbildung im Muskel 
auch durch Zufuhr von Gallensiure geférdert wird und diese die 
Glykogenbildung im Muskel férdernde Wirkung der Gallensdiure mit 
dem Tonus der sympathischen Nerven in innigem Zusammenhang steht. 
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Tabelle Ill. 
(Cholsaure. ) 





Koérpergewicht 


Muskel- . 
Nr. vor nach gewicht Glykogen Bemerkungen 
dem Hungern dem Hungern 
g g g 0 

1 2000 1800 100 0,0769 2 ecm 1°, iger Cholat- 
2 2100 1800 100 0,0775 lésung und 10ccm 
3 2000 1700 100 0.0768 20° iger Glucoselésg. 
4 2000 1800 100 0,0813 pro Kilogramm KoOr- 
5 2100 1800 100 0,0833 pergewicht. 
6 2000 1900 100 0,0775 
q 2100 1800 100 0.0768 

Durchschnittswert : 0.0786 


4. Zufuhr von Glucose mit Cholsdure und Adrenalin. 


Der durchschnittliche Glykogengehalt des splanchnikotomierten 
Kaninchenmuskels bei Zufuhr von Glucose mit Adrenalin und Cholséure 
betrug, wie aus der Tabelle IV ersichtlich ist, 0,0689°%. Der Glykogen- 
gehalt des Muskels war 12,5 mg-°% héher als der bei Zufuhr von Glucose 
allein. Die Glykogenbildung des Muskels wurde also durch Zufuhr 
von Cholséure und Adrenalin durchschnittlich um 22,16°% vermehrt. 


Tabelle IV. 
(Adrenalin und Cholsaéure.) 





Koérpergewicht 


N vor nach pee Glykogen Bemerkungen 
dem Hungern dem Hungern 
& g £ 
1 2100 1900 100 0,0666 2cem 1%iger Cholat- 
2 2100 1800 100 0,0689 lésung, 10 cem 20° ig. 
3 2100 1700 100 0,0699 Glucoselésung und 
4 2000 1700 100 0,0714 0,03 cem 0,1 %ig.Adre- 
5 2000 1700 100 0,0666 nalinchloridlésung pro 
6 2000 1800 100 0,0689 Kilogramm Koérperge- 
7 2100 1900 100 0,0699 wicht. 
Durchschnittswert : 0,0689 


Wenn man diesen Glykogengehalt mit dem bei Zufuhr von Adrenalin 
allein vergleicht, so findet sich, daB er 7,4 mg-°, mehr betragt und die 
Glykogenbildung des Muskels bei Zufuhr von Adrenalin allein durch 
vorherige Zufuhr von Cholséure durchschnittlich um 12,03°, ver- 
mehrt wird. 

Der Vergleich des Glykogengehalts bei Zufuhr von Cholsaure und 
darauf von Adrenalin mit dem bei Zufuhr von Cholsaéure allein zeigt, 








464 T. Miki: Bedeutung d. Gallenséure im Kohlenhydratstoffwechsel. XV. 


da der erstere 9,7 mg-°,, kleiner als der letztere ist. Die Glykogen- 
bildung des Muskels bei Zufuhr von Cholséure wurde namlich durch 
folgende Zufuhr von Adrenalin durchschnittlich um 12,34°, “herab- 
gesetzt. Hinsichtlich der Glykogenbildung im Muskel wirkt also die 
Cholsiure auch bei Splanchnikotomie gegen das Adrenalin antago- 
nistisch. 

Zusammenfassung. 


1. Die Glykogenbildung im Muskel von splanchnikotomierten 
Kaninchen wird durch Zufuhr einer kleinen Adrenalinmenge gesteigert. 

2. Bei Splanchnikotomie wird die Glykogenbildung im Muskel 
von Kaninchen durch Zufuhr von Cholsaure gesteigert. 

3. Bei Splanchnikotomie wird die Glykogenbildung im Muskel 
von Kaninchen bei Zufuhr von Cholsiure und Adrenalin im Vergleich 
mit der bei Zufuhr von Adrenalin allein gesteigert, waihrend sie dagegen, 
verglichen mit der bei Zufuhr von Cholsaure allein, herabgesetzt wird. 

Auf Grund dieser Ergebnisse darf man wohl den SchluB ziehen, 
daB das Adrenalin bei Ausfall des sympathischen Tonus die Glykogen- 
bildung im Muskel férdert und die die Glykogenbildung im Muskel 
férdernde Wirkung der Cholséure stark vom Tonus der sympathischen 
Nerven abhangt. 

Weiter geht daraus hervor, daB die antagonistische Wirkung der 
Cholséiure gegen das Adrenalin in der Glykogenbildung des Muskels 
auch bei Splanchnikotomie auftritt. 
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Bemerkung zu der Arbeit von E. Herzfeld: 
.Uber den Nachweis diastatischer Wirkungen im Urin*. 
Diese Zeitschr. 242, 251. 1931. 


Von 
J. Wohlgemuth. 


(Eingegangen am 1. Marz 1932.) 


In der vorliegenden Arbeit auBert Herzfeld Bedenken, die Jodstarke- 
methode allein fir den Nachweis von Diastase im Urin zu benutzen, da sich 
im Urin Substanzen befinden. die Jod binden und so einen Stirkeabbau 
vortéuschen kénnen, ohne da ein solcher wirklich stattgefunden hat. 

Vor einem solchen Irrtum kann man sich aber in jedem Falle schiitzen, 
wenn man sich an die Vorschrift halt, zu jedem Glischen der Versuchsreihe 
so lange Jod zuzusetzen, bis der letzte Tropfen eine bleibende Farbung 
hinterlaBt, und sich nicht mit nur einem oder zwei Tropfen Jod begniigt, 
wie ja auch Herzfeld auf 8S. 255 ganz richtig wiedergibt. Man kann auch so 
vorgehen, wie z. B. L. Michaelis vorgeschlagen hat, vor der Aysfiihrung 
der Jodreaktion zu jedem Glaschen ein paar Tropfen HCl zuzufiigen, weil 
dadurch das Jodbindungsvermégen des Urins zuriickgedrangt wird. Aber 
auch das ist nicht notwendig, wenn man sich nur an meine Vorschrift halt, 
Jod im UberschuB anzuwenden. Fiir die von Herzfeld vorgeschlagene um- 
stindliche und langwierige, fiir Zuckerurine unbrauchbare Kontrollprobe 
mit Phenylhydrazin (Osazonprobe) sehe ich daher keine Notwendigkeit. 
Doch das nur nebenbei. ‘ 

Es liegt mir daran, einen tatsichlichen Irrtum zu berichtigen, der 
Herzfeld bei der Wiedergabe meiner Vorschrift fiir die Herstellung der 
gepufferten Starkelésung unterlaufen ist, um spateren Beanstandungen zu 
begegnen. 

Fir die Bereitung der Pufferlésung ist neben der 3n Phosphorséure 
nicht ,n/2 NaOH“, sondern n NaOH erforderlich. Aus diesen beiden 
Lésungen stellt man sich nach Vorschrift von L. Michaelis eine primire 
und eine sekundare Phosphatlésung her, indem man im ersten Falle 1 Teil 
Phosphorsaure mit 1 Teil Natronlauge und 1 Teil Wasser, im zweiten Falle 
1 Teil Phosphorséure mit 2 Teilen Natronlauge mischt. Diese beiden Puffer- 
lésungen werden dann nicht im Verhaltnis ,,1 : 1‘*, sondern im Verhiltnis | : 2 
gemischt, also z. B. 5cem primiére Phosphatlésung + 10 ccm sekundire 
Phosphatlésung. und von diesem Gemisch werden 10 cem zu 90 com 1° /p9ig. 
Starkelésung zugesetzt'. 


! Klin. Wochenschr. 8, 1253, 1929. 





Mikroelektrische Untersuchungen zur Darmresorption. 


(Zuckertransport in Pfortader und Lymphe.) 


Von 
Rudolf Keller. 


[Arbeiten der Prager biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft im 
zoologischen Institut der Deutschen Universitat in Prag. (Mit Unterstiitzung 
des tschechoslowakischen Ministeriums fiir Schulwesen und Volkskultur.) | 


(Eingegangen am 2. Mdrz 1932.) 


Die Autnahme der Vitalfarbstoffe aus dem lebenden Darm der 
Wirbeltiere, ferner eine groBe Zahl langst bekannter Regeln tiber die 
Nahrungsaufnahme aus dem Darminnern legen den Gedanken nahe, 
daB neben dem durch Verzdr (1) genau untersuchten Saugmechanismus 
der Darmzotten auch elektroosmotische (Wasser absaugende) und 
kataphoretische (Dispergiertes  elektrisch transportierende) Ein- 
richtungen dabei wirksam sind. Altere Versuche des hiesigen Labo- 
ratoriums tiber diesen Gegenstand (2) zeigten, daB stark verdiinnte 
Farbstofflésungen unter 0,5°% negativ geladen von den Lymphbahnen, 
positiv geladen von den Kapillaren der Pfortader aufgenommen werden. 
Mit diesen Beobachtungen stimmen die Angaben der Literatur tiberein, 
sofern es sich um lebende und von Blut durchstrémte Tiere handelt, 
nicht um Versuche mit kolloidfreier Durchstr6mung der Kreislauf- 
bahnen, bei denen der Darm ebenso wie die Niere eine entgegengesetzte 
Richtung der Wanderung der Farbstoffe aufzuweisen pflegt. 

Wie bereits in den Aalteren Arbeiten des Verfassers hervorgehoben, 
ergab sich bei der Resorption des Zuckers aus dem Darm eine Unstimmigkeit. 
Glucose wandert im lebenden Milieu unzweifelhaft wie ein negatives 
Korpuskel, wie sich nicht nur aus eigenen Versuchen am Hochspannungs- 
modell ergibt, sondern auch aus der Literatur iiber die inzwischen elektro- 
mikroskopisch genau untersuchte Froschhaut. Wertheimer (3), dessen 
Durchstrémungen der Froschhaut von anderen Gesichtspunkten ausgehen, 
aber ganz genau iibereinstimmen mit alteren und neueren Resultaten des 
Verfassers an pflanzlichen und tierischen Testobjekten, hat Glucose in der 
lebenden Haut immer nur von innen nach auBen gehen gesehen, nach der 
hiesigen Arbeitshypothese also nach dem positiven Pol. Diesen klaffenden 
Widerspruch habe ich dadurch zu beseitigen gesucht, daB ich die Kon- 
zentration des Zuckers als des Hauptnahrungsmittels im resorbierenden 
Darm als zu hoch annahm, um durch die kleine elektrische Kapazitat der 








i i i ie 


— se eT Se Oe Ole lhe le Oe 





ft im 
itzung 
tur.) } 


n der 
er die 
nahe, 
ismus 
) und 

Ein- 
Labo- 
unnte 
hnen, 
arden. 
erein, 
ndelt, 
slauf- 
setzte 


10ben, 
igkeit. 
atives 
1ungs- 
ektro- 
Jessen 
vehen, 
xn des 
in der 
sh der 
enden 
Kon- 
enden 
at der 





R. Keller: Mikroelektrische Untersuchungen zur Darmresorption. 467 


Darmwandzellen nach seiner elektrischen Ladung vollstandig gesondert 
werden zu kénnen. Es geschieht auch bei zu groBer unphysiologischer 
Konzentration der Farbstoffe, daB diese an gleichnamig geladenen Punkten 
anzutreffen sind, ein oft beobachteter Vorgang, den der Vitalfarber als 
Uberfirbung* bezeichnet. Eine richtige selektive Vitalfarbung pflegt 
nur mit sehr stark verdiinnten Farbstofflésungen zu gelingen. Diese Er- 
klarung ist aber unbefriedigend, man hatte nach der elektrophoretischen 
Arbeitshypothese erwarten miissen, daB die Pfortader beim Verlassen des 
Darms gewohnlich zuckeriérmer sein miiBte als die Lymphbahnen, waihrend 
man in allen Handbiichern der physiologischen Chemie das gerade Gegenteil 
angegeben findet. 

Es war also fiir die hier vertretenen Anschauungen eine Ermutigung, 
als vor einiger Zeit eine Gruppe von franzésischen Forschern, denen die 
hiesigen Versuche und Deutungen anscheinend ganz unbekannt geblieben 
sind und deren Fragestellung ausschlieBlich die Glykogenspeicherung der 
Leber betraf, die Resorption von Zucker mit den modernen genauen Mikro- 
methoden verfolgten. Diese Autoren, Rathery, Konrilski und Mile Y. Lau- 
rent (4) fanden, daB die Pfortader der zuckerdrmste Teil des Organismus ist. 
Sie untersuchten normale Hunde, durch Pankreasexstirpation diabetisch 
gemachte, ferner mit Insulin und mit Phlorrhidzin behandelte Hunde. 
Mit wenigen Ausnahmen bei Phlorrhidzintieren war die Pfortader, die die 
Darmkapillaren aufnimmt, der zuckerirmste Teil des Kreislaufes; der 
Unterschied des Zuckergehaltes gegeniiber dem arteriellen Blut der iibrigen 
Organe war in allen Fallen sehr betrachtlich. Es ist erstaunlich. wie der 
allgemein verbreitete Irrtum der Zuckerresorption durch die Blutkapillaren 
der Leber entstehen und wie er sich so lange fortschleppen konnte. /Offenbar 
haben die alteren Autoren nicht genau genug untersucht, sie standen unter 
dem Eindruck der von Claude Bernard entdeckten Tatsache, daB die Leber 
den Zucker aufspeichert und dann wieder in den Kreislauf zuriickgibt, 
und vergaBen daran, daB bei groBem Zuckerangebot die Lymphe iiber den 
Ductus thoracicus in den Blutkreislauf miindet, also nach kurzer Zeit der 
Darmzucker auf dem Umweg iiber die Darmiymphe doch wieder in die 
Blutkapillaren des Darms gelangt. 


Nach diesen Ergebnissen war es notwendig, mit Mikroelektroden 
die Potentiale des lebenden Darms messend zu verfolgen. Diese Aufgabe 
ist technisch mit einigen Schwierigkeiten verbunden. Die Messung 
mit Mikroelektroden ist an und fiir sich nicht einfach. Es gelingt nicht, 
mit derselben Mikroelektrode das zweitemal denselben definierten mikro- 
skopischen Punkt genau so zu beriihren, wie das erstemal, man mubte 
sich zundchst mit gréberen Mikroelektroden — 50 bis 70 Mikron 
begniigen. In unserem Laboratorium haben L. Nistler und J. Pekarek 
einige hundert Messungen an lebenden Fréschen und Kroten durch- 
gefiihrt, die den Erwartungen entsprochen haben. 


Nach diesen Versuchen sind im Verdauungskanal zwei Haupt- 
richtungen elektrischer Potentiale mit diesen groben Elektroden zu 
erfassen, zunichst eine éuBere, gemessen an der Serosa, die von der 
auBeren Magenoberfliche (+) zum unteren Teil des Darms (—) geht 
und 20 bis 30 Millivolt zeigt, in einem Falle ein noch héheres Potential, 
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ferner die Spannungen senkrecht zu den beschriebenen von der relatiy 
negativen Innenwand des Verdauungskanals zu der auBeren positiven 
Serosa, die gleichsinnig ist mit dem Querpotential des unteren Darm- 
abschnitts und gewohnlich 10 bis 20 Millivolt ausmacht. Nur im oberen 
Darmabschnitt ist die Spannung entgegengerichtet, negativ auBen und 
postiv innen, und zwar 5 bis 13 Millivolt. Vermutlich hangt dies mit 
der Positivitat des Pankreassekrets zusammen, das von Anrep und 
Daly (10) wiabrend der Sekretion positiv gefunden wurde. Gelegent- 
liche Beobachtungen in unserem Laboratorium scheinen diese Beob- 
achtung zu bestatigen. Wir geben hier eine Zusammenstellung der 
abgerundeten Mittelwerte nach Nistler und Pekarek (die Versuchs- 
anordnung ist bereits veréffentlicht!): 


Darm unten innen gegen Darm obeninnen . . 10 bis — 20 Millivolt 
= o » Mageninmnen .... 5, — 10 
oben oF oA e os 3 bite 5 Millivolt 
ve auBen .,. a 8 bis — 20 Millivolt 
Magen innen gegen Magen auBen .....—410.,, —15 
Darm oben innen gegen Darm oben auBen . . — 4(+ 4, + 3, + 5, + 2. 
0, 2, + 13) Millivolt 
unten... - » unten ,, a 10 bis — 20 Millivolt 
i ” og oe ta 5 ,. — 20 
» MagenauBen .... 15 Millivolt 


Von den Versuchen, die scheinbar mit dem Resultat von Rathéry und 
Mitarbeitern im Widerspruch stehen, verdienen eine eingehende Wiirdigung 
die der London-Schule, die mit besonderer Sorgfalt und mit den genauesten 
modernen Methoden ausgefiihrt sind. Diese aufschluBreichen Versuche 
haben leider nicht Pfortaderblut mit Darmlymphe oder mit dem Blut der 
zufiihrenden Darmarterien verglichen. Wie alle Untersucher seit v. Mering 
(1877), zweifelten auch sie keinen Augenblick an der eingelebten Annahme, 
daB der Darmzucker dem Hauptzuckerdepot, der Leber. auf direktem 
Wege, also durch die Pfortaderkapillaren zugefiihrt werden muB.  Be- 
trachtet man aber die Ziffern und Kurven von London (5) und seiner Mit- 
arbeiterin Nina Kotschneff (6), die die Glucoseresorption hauptsachlich 
bearbeitete, unter dem Eindruck der Resultate von Rathéry, Konrilski und 
Laurent, so entdeckt man, daB die russische Forschergruppe schon in vieler 
Beziehung den Ergebnissen der franzésischen Gruppe nahe gekommen ist. 
So bringt Kotschneff (S. 485) eine Kurve des Zuckers im Pfortaderblut 
gleichzeitig mit der des Zuckers im peripheren Blut. Die Pfortaderkurve 
verlauft wohl wahrend der Verdauung von iibergroBen Zuckerquanten. 


mit denen Kotschneff ihre Tiere bedachte sie gab Hunden 600 cem Milch 
mit 16°, Lactosezusatz, also insgesamt 21",, Zucker, oder 900g WeiB- 
brot —, bis zu 2'/, Stunden iiber der Kurve des allgemeinen Kreislaufes, 


aber das Maximum des Zuckergehalts nach '/, Stunde tritt im peripheren 
Kreislauf friiher auf als in der Pfortader. Das mag eine Verzeichnung sein, 
zumal es sich nur um etwa 10 Minuten handelt. Doch bleibt das Maximum 


' Im zitierten Sonderheft des ,,Protoplasma* (S. 481). 
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des peripheren Kreislaufes mehr als '/, Stunde auf derselben Héhe, wihrend 
der Zuckergehalt der Pfortader rasch auf ein tieferes Niveau herabstiirzt, 
das nur mehr ganz minimal iiber der Kurve des peripheren Blutes bleibt, 
nicht héher als die auch von der Autorin selbst bestatigte Differenz zwischen 
arteriellem und venésem Blut. Nach 2!/, Stunden, da doch bei Brotfiitterung 
kaum der Darm ganz zuckerfrei sein konnte, ist kein ZuckeriiberschuB, 
eher ein Zuckermangel in der Pfortader. 

Asher warnt mit Recht davor, die zarten und empfindlichen Darm- 
epithelien mit starken Zuckerlésungen zu iiberschwemmen, da diese sonst 
geschidigt und anormal werden. Wahrscheinlich haben London und Mit- 
arbeiter auch Versuche mit schwicheren, dem normalen Leben niaher 
kommenden Konzentrationen gemacht, diese aber fiir fehlerhaft gehalten, 
da sie im guten Glauben an unwidersprochene Axiome an der Lehrmeinung 
nicht zweifelten, daB der resorbierte Zucker direkt durch die Pfortader zur 
Leber gehe, und sie den Zucker in der Pfortader offenbar nicht finden 
konnten. In den Tabellen von Kotschneff fehlt bei Hunden, die nicht mit 
Zucker oder Starke iiberlastet wurden, fast immer der Zuckergehalt der 
Pfortader, oder er ist iiberraschend niedrig. Darauf deutet auch die dreimal 
in der 1924er Arbeit von Kotschne/f vorkommende Textbemerkung hin, 
daB nach 2'/, bis 3 Stunden, einmal bei bloBer Milcheingabe, eine H ypo- 
glykamie, also ein Zuckerdefizit, der Pfortader gefunden wurde. In der 
Gesamtkurve ist keine Spur dieser hochinteressanten, von Rathéry und 
Mitarbeitern als Regel erkannten Tatsache zu finden, auch die Tabellen 
der Einzelversuche sind in diesem Punkte liickenhaft. Man halt es eben 
langst nicht mehr fiir eine unbewiesene Hypothese, sondern fiir eine fest- 
stehende Tatsache, daB der Zucker direkt vom Darm zur Leber ‘und nicht 
durch den langsamen Lymphkreislauf und dann noch einmal durch den 
Blutkreislauf in die Leber gelangen miisse, so sehr ist man von der Monopol- 
stellung der Leber als Zuckersammelstelle fest iiberzeugt. Man empfindet 
das Verdiinnen des aufgenommenen Zuckers im groBen Kreislauf als einen 
unwahrscheinlichen Umweg, den die Natur vermeiden miisse. 

Quantitativ betrachtet, ist die Bedeutung der Leber fiir die Kohlen- 
hydrataufstapelung nicht so evident, wie es auf den ersten Blick erscheint. 
Die Leber ist ja nicht das einzige Glykogendepot, sondern bei normalen 
Tieren ist die Muskulatur ein dreimal gréBeres Depot. Dann erhalt die 
Leber den Zucker offenbar nicht nur durch die Pfortader, sondern auch 
durch die Leberarterie. Da die peripheren Arterien und Venen nach -athéry 
und nach den eigenen Ziffern von London und Mitarbeitern von nicht 
zuckeriiberschwemmten Tieren in der Arterie nicht niedriger ist als in der 
Portalvene, so liegt hierin der Grundirrtum der herrschenden Auffassung. 
Die Leber hat wohl einen in die Augen fallenden hohen Glykogengehalt, 
3 bis 18°, gegeniiber 0,8 bis 3°,, der Muskeln, aber sie macht gewOhnlich 
nur ein Fiinfundzwanzigstel des Kérpergewichts aus, so daB also die Haupt- 
masse des Glykogens auBerhalb der Leber in Muskeln, Fell, Herz, Eingeweide, 
Knochen gespeichert ist. Nach den Ziffern der Tabelle von Schéndorf/ 
befindet sich vom Gesamtglykogen des Korpers etwa ein Drittel bis ein 
Viertel in der Leber. Rechnet man hinzu, daB diese gespeicherten Glykogen 
mengen keineswegs die einzigen Energiespeicher des Tieres sind, sondern 
offenbar bei Pflanzenfressern auch die Fettspeicher gréBtenteils den Kohlen- 
hydraten des Blutes entstammen, rechnen wir ferner dazu, daB die Leber 
auch aus der zuckerreicheren Leberarterie Zucker erhalt, daB die Glykogen- 
speicher im normalen Leben wenig schwanken und bei normaler Starke- 
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nahrung der Zucker in kleinen Portionen resorbiert wird in Munk und 
Rosensteins Lymphfistel am stairksten 9 Stunden nach dem Essen —, so 
ist es offenbar, daB der allmahlich resorbierte Zucker zum gr6Bten Teil 
im laufenden Betrieb des Organismus direkt veratmet wird, regular nach 
Cort und Cori (6) doppelt soviel als gespeichert wird, und es reduziert sich 
das Drittel des Lebervorrats des Gesamtglykogens auf ein Neuntel, oder 
durch die Leberarterie als Zufuhrweg auf ein Achtzehntel. Abgesehen also 
von der Speicherung in Form von Fetten oder Lipoiden ist der Weg vom 
Darm durch die Pfortader vielleicht fiir 17 Achtzehntel des aufge- 
nommenen Zuckers ein Umweg und nur fiir ein Achtzehntel der direkte 
Weg, jedenfalls aber keineswegs so selbstverstandlich, wie er von v. Mering 
und den anderen Entdeckern des Leber-Zuckerumsatzes erschienen ist. 
Ks ist auch nicht richtig, daB das Glykogen der Leber nur aas dem Zucker 
des Darms stammt. Das Leberglykogen wird gelegentlich auch aus der 
Milehsdure, der Muskel- und Organvenen aufgebaut, woriiber man quanti- 
tative Belege bei Cori und Cori (6) findet. Diese Autoren und die von ihnen 
zitierte Literatur erweisen klar, daB das Leberglykogen unter normalen 
Verhaltnissen den kleineren Teil des Kérperglykogens ausmacht, daB die 
Oxydation im Gesamtorganismus zwei- oder dreifach gréBer ist als die 
gesamte Glykogenspeicherung. und machen es im hohen Grade wahr- 
scheinlich, fast gewiB, daB noch andere Energiespeicher dem Darmzucker 
entstammen. An dieser Stelle sei zur Vermeidung von Mifverstandnissen 
nochmals hervorgehoben, daS an der Bedeutung des Leberglykogens als 
Energiespeicher nicht gezweifelt werden soll und da8 nur der quantitative 
Anteil des Leberglykogens an den Gesamtenergiereserven des Tieres ge- 
wohnlich weit iiberschaétzt wird, ebenso wie es feststeht, daB die Zotten- 
muskulatur, die osmotischen Konzentrationsdifferenzen und die chemischen 


Affinitaéten bestimmter Zuckerarten an dem KResorptionsvorgang mit-' 


wirken. 

Leider sind, soweit mir bekannt, wegen der groBen operativen Schwierig- 
keiten niemals Versuche an Tieren gleichzeitig mit Darmlymphe und Pfort- 
aderblut gemacht worden. Einen einzigartigen Fall einer quantitativen 
Verfolguny des Zuckers durch eine Patientin mit einer Lymphfistel mit 
Darmlymphe haben Munk und Rosenstein (7) 1891 veréffentlicht. Diese 
Forscher erhielten nur einen kleinen Teil des eingegebenen Zuckers in der 
Darmlymphe, im héchsten Falle 1/,°., und zweifelten nicht daran, daB 
der Zucker hauptsachlich durch die Pfortader resorbiert werde, die sie 
naturgemaéB nicht untersuchen konnten. Sie glaubten, daB durch die Fistel 
des Oberschenkels ihrer Patientin die gesamte Darmlymphe abfloB, was 
von der damaligen Kritik mit Recht bestritten wurde. 


In der mir zuganglichen neuesten Literatur finde ich nur einen 
einzigen Autor, der den Lymphzucker normaler Tiere in vielen hunderten 
Analysen mit den zuverlissigen modernen Methoden genau untersucht 
hat, R. Meyer- Bisch (11), der aber gegen seine eigenen Versuche den 
Einwand erhebt, daB er sich hauptsachlich mit narkotisierten Tieren 
beschaftigt hat und die Resultate von Petersen als verlaBlicher vorzieht, 
da sie ohne den Narkoseschock mit seiner starken Zuckerausschiittung 
gewonnen wurden. 


Petersen hat das Verhaltnis von Blutzucker zu Lymphzucker mit 
98 zu 142 bestimmt, waihrend Meyer-Bischs eigene Zahlen einen oft noch 











ke und 

> SO 
n Teil 
* nach 
rt sich 
, oder 
nh also 
r vom 
auf ge- 
irekte 
lering 
n ist. 
ucker 
is der 
1anti- 
ihnen 
nalen 
B die 
s die 
wahr- 
ucker 
lissen 
Ss als 
tative 
s ge- 
tten- 
chen 
mit-* 


erig- 
fort- 
liven 

mit 
Jiese 
| der 
daB 
» sie 
istel 
was 


nen 
ten 
icht 
den 
ren 
aht, 
ung 


mit 
och 





Mikroelektrische Untersuchungen zur Darmresorption. 471 


viel héheren ZuckeriiberschuB der Lymphe zeigen. Diese Selbstkritik ist 
jedoch nicht zutreffend, da Meyer-Lisch etwa 50 Hunde und in so viel 
Bestimmungen alle 5 Minuten aus einer Lymphfistel analysierte, daB sich 
der ZuckeriiberschuB, der aus einer Adrenalinausschiittung resultieren 
konnte, langst ausgeglichen haben muBte. Der Hauptfehler von Meyer- 
Bisch wie der meisten Untersucher der Zuckerresorption vielleicht nur 
Cort und Cori ausgenommen, die kleine Quanten Zucker und Insulin ein- 
brachten und mit ihren kleinen Glykogenresultaten mittels eines Bauch- 
fensters, die genau den Tatsachen des normalen Lebens entsprechen, die 
heftige Kritik derjenigen herausforderten, die sich den Zuckerverbrauch 
nur tiber eine phantastisch groBe Glykogenspeicherung vorstellen konnten 
liegt darin, daB sie anormal grofBe Zuckermengen in den Darm direkt oder 
in das Blut einfléBten, Meyer-Bisch 60°,ige und noch stirkere Sirupe, die 
alle natiirlichen Barrieren der Resorption schidigen muBten und kein 
vollkommen zutreffendes Bild des normalen elektrischen Zuckertransports 
geben kénnen. Das merkwiirdige ist nun, daB Meyer-Bisch trotzdem den 
Zucker zuerst und gr68tenteils in der langsam flieBenden Lymphe findet 
und erst spater in dem rasch flieBenden Blutkreislauf, der in wenigen Sekunden 
das ganze Tier durchléuft. Es sei gestattet, aus der Arbeit gleich die 
Tabelle I zu zitieren, in der der Hund Nr. 14* in den Diinndarm direkt 60 g 
Lavulose in 70 cem Wasser erhielt, also ein Riesenquantum einer 85° igen 
Zuckerlésung! Er hatte normal etwa 0,27°,, Zucker in der Lymphe und 
0,19°,, im Blutserum. Um 4 Uhr 17 Minuten erhielt er die Infusion, um 
4 Uhr 37 Minuten, also nach '/, Stunde, hatte er noch immer in dem Blut, 
das die Kapillaren des Darms rasch durchspiilt, die unveranderten 0,19° , 
Zucker, unterdessen stieg der Lymphzucker langsam, wie es seingr tragen 
Fortbewegung entspricht. Diese Erscheinung. das spate Erscheinen des 
Zuckers im Blute auch bei den ungeheuersten Zuckergaben, das man in 
allen Protokollen sowohl dieser Autoren als der der London- und der Rathéry- 
Schule konstatieren kann, beweist klar, daf die Pfortader nicht nur nicht 
den Zucker elektiv aus dem Darm mitnimmt, sondern, da8 ihre Kapillaren 
im Darm eine erstaunliche AbstoBungskraft gegen die starkstem Zucker- 
lésungen betatigen. Erst nach geraumer Zeit, nachdem die Lymphe ihren 
langsamen Lauf zum Ductus thoracicus zuriickgelegt hat, erscheint der 
Zucker allmahlich im Blutkreislauf. In anderen Versuchsreihen hat Meyer- 
Bisch 10°,ige Lavulose direkt in den Blutkreislauf injiziert. (Tabelle IV 
vom 17. Dezember 1923 und zahlreiche ahnliche Versuche.) Nach '/, Stunde 
ist der Blutzucker von 0,36 auf 0,28 zuriickgegangen, wahrend die Lymphe, 
die schon vorher zuckerreicher war, auf 0,42°,, Zuckergehalt sich halt und 
in der nachsten 1/, Stunde nach einer weiteren Zuckerinjektion auf 1,30" , 
Zuckergehalt steigt! 

Alle Ziffern, die man der Literatur entnimmt, stammen ohne 
Ausnahme von Forschern, die an der Zuckerresorption der Pfortader 
niemals zweifelten, und zeigen den krassen Widerspruch zwischen der 
gar nicht mehr als Hypothese empfundenen Vorstellung der Zucker- 
resorption durch die Blutkapillaren des Darms und den wirklichen 
Analysenziffern sowohl] des Zucker- als des Glykogenumsatzes. Mit 
Recht sagte kiirzlich G@. Rosenfeld (12): Niemals wurde im ganzen 


uo 


* lic. 210, 765, 192! 
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Korper soviel Glykogen gefunden, wie es aus dem eingefiihrten Zucker 
entstehen miiBte. Es muB auBer dem Glykogenweg nach der Embden- 
Meyerhofschen Theorie auch einen nichtglykogenen Weg der Zucker- 
verwertung geben, vielleicht den von Newberg und seiner Schule er- 
6ffneten tiber Methylglyoxal und Brenztraubensiure. Es kénnte 
vielleicht auch der Weg uber die Fettbildung sein. 


Zu den Autoren, die fest an die Pfortaderresorption und die 
Glykogenspeicherung der Hauptmasse des Glykogens glaubten, gehérte 
naturgemaB auch der Entdecker der Glykogenspeicherung der Leber, 
Claude Bernard, selbst. Da ist es nun bemerkenswert, daB es diesem 
Klassiker aus der Mitte des 19. Jahrhunderts schon aufgefallen ist, 
wie arm die Pfortader an Zucker ist. Einem Zitat bei Rathéry ist zu 
entnehmen, daB Claude Bernard in seinen ersten Arbeiten tiberhaupt 
keinen Zucker in der Pfortader fand! 


Zum Schlu8 mag in diesem Zusammenhang nochmals an die Unter- 
suchungen von Halik in unserem eigenen Laboratorium erinnert werden, 
der fluoreszierende Farbstoffe in der Konzentration von etwa 1°/ 9) in den 
Darm von kleinen Saugern injizierte. Von diesen Farbstoffen wird angegeben, 
da8B noch ein Millionstel im ultravioletten Licht sichtbar ist, von einem 
Hundertausendstel ist dies ganz sicher. Aber bei negativen Farbstoffen 
bleiben die Pfortader und bei positiven die Lymphbahnen trotzdem ganz 
dunkel und unsichtbar im ultravioletten Licht. Stellt man daneben die 
Analysenzahlen von London-Kotschneff, dessen Hund Mowgli (Versuche 18 
bis 21) bei 13°, Zucker im Darm ein Zuckerplus von 0,046”, in der Pfort- 
ader aufwies, wahrend 12,95°, des Darmzuckers unbekannt wohin in 
2 Stunden verschwunden waren, bedenkt man, daB dieser Hund den Rekord 
des Pfortaderzuckers — 1/,°% aufwies und da®B er bei gewéhnlicher 
Fleichnahrung mit etwa 1°, Glykogengehalt «aberhaupt kein Zuckerplus 
in der Pfortader hatte, so bleibt ein Zweifel an dem Weg der Resorption 
normaler Zuckermengen kaum mehr iibrig. Es ist vielleicht nicht iiber- 
fliissig, an die Histophysiologie der Darmwand zu erinnern, deren Zotten 
in die Zuckerlésung des Darminnern hineinragen. Eine solche Zotte, einem 
Handschuhfinger vergleichbar, hat einen groBen inneren Lymphraum, 
dem Finger vergleichbar, und einen diinnen Uberzug aus Driisenzellen, 
glatten Muskeln, Nerven, die mit einem dichten Netz von Blutkapillaren 
umsponnen sind, die von der Fingerwurzel ausgehen bis zur Spitze des 
Nagels und dann wieder zuriick, nicht etwa gerade, sondern in maéandrischen 
Querverzweigungen, die bis auf Tausendstel Millimeter Nahe an die Epithel- 
lage zum Darminnern zu und an den Lymphraum auf der entgegengesetzten 
Seite herantreten. Kein Tropfen Darminhalt, der durch die Zottenmuskeln 
angesaugt und in die LymphgefaéBe mechanisch gepreBt wird, kann an den 
Blutkapillaren der Pfortader vorbei, ohne mit ihnen durch ganz diinne 
Endothelmembranen in Beziehung zu treten. 


Resumierend kann nach dem Vorhergesagten woh] behauptet werden, 
daB der Haupteinwand gegen die Mitarbeit des elektrischen Faktors 
bei der Resorption der Nahrungsstoffe, die in der Literatur als Axiom 
festgehaltene selektive Resorption der Zucker dureh die Blutkapillaren 
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der Pfortader, zumindest ganz unbewiesen ist. Alle bisher ver6ffentlichten 
Analysenzahlen bezeugen durch die Zuckerquanten und durch den 
Zeitverlauf der Zuckerresorption, daB der Lymphweg zumindest be- 
vorzugt wird. Dabei geben die bisher bekanntgewordenen Quanten 
nur die Zuckergehalte der Brustganglymphe an, die doch in bezug auf 
Zucker sehr verdiinnt sein kénnte, nicht die der Darmlymphe. 


Anmerkung wdhrend der Korrektur. Zu den Versuchen von Nina 
Kotschneff ist nachzutragen, daB die Autorin in neuen genaueren Ver- 
suchen (Pfliigers Arch. 218, 661, 219, 407; 220, 628, 1928) selber darauf 
gekommen ist, daB bei reiner Fleischfiitterung der Blutkreislauf Zucker in 
der Darmwand abgibt, nicht aufnimmt, und zwar dieselben Mengen, wie in 
den zitierten Versuchen von Rathéry und Mitarbeitern. Im pharmakologi- 
schen Institut und im physiologischen Institut der deutschen Universitat 
in Prag sind inzwischen Versuche im Gange, die noch nicht abgeschlossen 
sind, doch aber vorlaufig mit Sicherheit ergeben haben, da®B bei nicht zu 
groBer Zuckerbelastung des Darmes die Varmlymphe Zucker aus dem 
Darm abfiihrt und dies in gréferem Mae als die Pfortader, etwas, was von 
der Hypothese nicht unbedingt verlangt wird, da die Lymphwurzeln in 
der Darmwand selbst liegen, also aller Zucker der Darmlymphe aus dem 
Darminhalt selbst stammen mu, waihrend die Pfortader bei Fleischfiitterung 
oder bei schwachen Zuckergaben nur den Zucker aus den Darmarterien 
weiterbeférdert. Allerdings ist ein betrachtlicher Zuckergehalt der Lymphe 
im Sinne der Grundannahme notwendig. weil die Lymphe sehr langsam 
flieBt und das Blut sehr schnell. 
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Ein einfacher Soxhletapparat fiir grébere Mengen. 


Von 


Fr. N. Schulz. 
(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung in Jena.) 
(Eingegangen am 7. Marz 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Zur Extraktion gréBerer Mengen hat sich beistehend abgebildeter 
Apparat bestens bewahrt. Als Extraktionshiilse dient ein aus WeiBblech 
gefertigter Zylinder, der an dem einen, etwas umgelegten Ende durch 
Uberbinden von Leinwand, feiner Gaze oder 
Xohseide verschlossen wird. Am eigentlichen, 
ebenfalls aus WeiBblech gefertigten Apparat 
ist kurz tiber dem Boden ein Wulst eingepreBt, 
damit die Extraktionshiilse nicht auf dem 
Boden aufsteht. Der Apparat ist mit ge- 
bogenen Messingréhren versehen, die einmal 
zur Ableitung der Atherdimpfe nach dem 
Kihler, andererseits zum Anbringen des U- 
Rohres fiir die Hebervorrichtung bestimmt 
sind. Die U-Réhre aus Glas kann je nach der 
Hohe, welche das Extraktionsgut im Extrak- 
tionszylinder einnimmt, verschieden hoch ge- 
wahlt werden. Zur Verbindung mit dem 
Kiihler dient eine Haube aus Weibblech, die 
ebenso wie der Extraktionsapparat mit einem 
breiten Rand versehen ist. Die beiden Rander 
(Flanschen) kénnen unter Zwischenlegen eines 
' Abb. 1. passenden Gummiringes — VerschluBring fiir 

Apparat fiir 300 cem Konservenglaser — durch eine Reihe von 


Extraktionsgut in! a . ‘ 
ocean Gaia Schrauben mit Muttern leicht so zusammen- 
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gedriickt werden, daB der Apparat dicht wird. Der Apparat (mit 
Extraktionszylinder von 300 und 600 ccm haben wir Apparate in 
Benutzung; bei Isolierung, durch Umwicklung mit Papierlagen, Filz, 
Asbest usw. sind sicher auch gréBere Apparate benutzbar) hat 
sich fiir Extraktionen mit Ather, Chloroform, Benzol, Alkohol be- 
waihrt. Bei Verwendung von Chloroform miissen die Gummidichtungen 
nach einigen Extraktionen erneuert werden. 

Der Vorteil vor den Extraktionsapparaten von Glas besteht darin, 
daB der Apparat nicht zerbrechlich ist. Der wesentliche Unterschied 
ist der, daB durch Verwendung der VerschluBkappe erheblich breitere 
Extraktionszylinder verwendet werden k6énnen. 

Der Apparat kann von einem geschickten Klempner fiir etwa 
8 bis 10 RM hergestellt werden. Natiirlich kénnte auch Kupfer- oder 
Nickelblech usw. benutzt werden. 








Uber Autolyse 
und Acetaldehydbildung bei nebennierenlosen Katzen. 


Von 


Alexander Simon und Barna Kolonits. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Pazmany Péter Universitat zu 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 9. Marz 19382., 
Mit | Abbildung im Text. 


Vorliegende Arbeit macht den Versuch, durch Untersuchung 
fermentativer Vorgange zur Aufklarung des Stoffwechsels nebennieren- 
loser Tiere beizutragen. Da bei der Erforschung anderer Hormon- 
wirkungen dieser Weg oft als fruchtbar sich erwies — es sei nur einerseits 
an die Autolysearbeiten mit Schilddriisenzufuhr [Schrywer, Kottmann, 
Steppuhn, Pewsner und Timofejewa (1)] oder an die Untersuchungen 
iiber die Acetaldehydbildung [Neuberg und Mitarbeiter (2)] anderer- 
seits erinnert, deren Ergebnisse mit Untersuchungen am ganzen Tier 
gut iibereinstimmen —-, glauben wir auch in diesem Falle, solche Daten 
aus unseren Untersuchungen in vitro zu bringen, die auch fiir die 
Verhiltnisse in vivo Geltung haben. 

Zuerst berichten wir tiber unsere Autolysestudien an Lebern 
nebennierenloser Katzen. Wie bekannt, ist die Erforschung des Eiweib- 
stoffwechsels nebennierenloser Tiere sehr diirftig. Wir wissen nur aus 
mehreren Untersuchungen, daB bei diesen Tieren der Amino-N- und 
Harnstoffgehalt im Blute gegentiber den Kontrolltieren vermehrt sind (3). 
Diese Vermehrung ist gréBer als die, welche der regelmaBigen Eindickung 
des Blutes dieser Tiere entspricht, und sie wird meistens aut eine ver- 
schlechterte Ausscheidung seitens der Niere zuriickgefiihrt (4). Un- 
geachtet dieser Vermehrung des Harnstoffgehalts im Blute berichten 
Putschkow und Krassnow iiber eine Verschlechterung der Harnstoft- 
synthese in der Leber nebennierenloser Hunde (5). 

Angesichts dieser Vermehrung des Rest-N im Blute nahmen wir 
an, daB neben einer schlechten Nierentatigkeit vielleicht auch ein ver- 
mehrter EiweiBabbau bei den nebennierenlosen Tieren stattfindet 
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und die erwahnten groBen Rest-N-Werte wahrscheinlich durch die 
Resultate dieser beiden Faktoren zum Vorschein kommen. 

Zur Priifung des vermehrten EiweiBabbaues stellten wir Autolyse- 
versuche an Lebern nebennierenloser Katzen an. Die Katzen wurden 
zweiseitig vom Riicken aus operiert. Sie iiberlebten die Entfernung 
der beiden Nebennieren 3 bis 1] Tage. Das Téten der Tiere erfolgte 
ohne Narkose und meistens zu einer Zeit, wenn schon ausgesprochene 
Ausfallserscheinungen vorhanden waren. Wir méchten hervorheben, 
daB unsere Tiere nach der Operation fiir eine Zeit ihren Appetit und ihre 
Muskelkraft beibehielten, also daB unsere Versuche wirklich an solchen 
Tieren vorgenommen wurden, die nicht an den Folgen des operativen 
Eingriffs, sondern an Nebennierenmangel krank wurden. 

Bei der Aufarbeitung der Leber eines jeden nebennierenlosen 
Tieres wurde gleichzeitig auch die eines gesunden Tieres unter den- 
selben Versuchsbedingungen als Kontrolle verwendet. Die Lebern 
wurden nach Einfiihrung einer Kaniile in die Vena portae mit Ringer 
durchspiilt, um die oft betrachtliche Blutmenge zu entfernen. Nachher 
wurden die Lebern in einem Morser fein zerkleinert, verrieben und der 
Leberbrei durch Gaze gepreBt, die durchgepreBte Menge gewogen und 
mit destilliertem Wasser auf das Zehnfache verdiinnt. Von dieser 
Suspension wurden 1l0cem in _ sterile, kleine Lrlenmeyer-Kolben 
gegeben, auBerdem 15 ccm Pufferlésung und einige Tropfen Toluol. 
Als Pufferlsung wurde n/15 Phosphat mit 6,23 py gebraucht. Die 
Kolben kamen in den Brutschrank. Nach Ablauf von 24 Stunden 
wurden aus den Kolben 5 ccm Suspension herausgenommen und nach 
der Methode von Michaelis und Rena (6) mit kolloidaler Eisenhydroxyd- 
lésung enteiweiBt. Der Gesamt- und Rest-N wurden nach dem Halb- 
mikrokjeldahlverfahren bestimmt. 


Das Ergebnis der Autolyse zeigt die Tabelle I und Abb. 1. 


Tabelle 1. 





Der prozent. Rest-N- 


Gesamt-N in lg Anfangs-Rest-N Zuwachs Differenz 
Lebergewebe in 9/9) des Gesamt-N nach 24 Stunden des prozentualen 
N ha lS Se es Rest-N-Zuwachses 
NY. ohne Kon- ohne Nebennieren, 
Jebe re ohne Kon- ohne Kon- Rest-N-Kontrolle, 
eaissoraiaes Terenas Nebennieren trolle Nebennieren trolle Rest-N 
mg mg 
6 7,95 7,95 18,49 12,70 29.81 16,73 13,08 
7 6,60 8.55 12,27 14,39 21,37 17.89 3,48 
s 10,65 9,54 14.93 10,35 39,44 17,32 22,12 
9 3,375 6,15 21,78 8.68 29,68 16,59 13,09 
10 4,20 3,60 10,71 15,47 16,33 10,37 5,96 
11 8,49 6,45 14.31 10,70 19,34 10,42 8.92 
Mittel- 6,88 7,02 15,41 12,04 25,99 14,88 11,11 


wert 
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Aus der Tabelle I kann man folgendes ersehen: Der Mittelwert 
des Anfangsrest-N der nebennierenlosen Tiere ist um 3,37°,, gegeniiber 
der Kontrolleber erhéht, ein Zeichen dafiir, daB in unseren sechs 
Versuchen bei nebennierenlosen Tieren Ofters groBere Werte fiir Anfangs- 
rest-N gefunden werden. Beobachtet man den Autolyseverlauf, so 
tritt klar zum Vorschein, da dieser fermentative Vorgang starker 
in jedem nebennierenlosen als im Kontrollversuch verlief. Dies zeigt 
sich auch schén, wenn man den Mittelwert der Versuche in Betracht 
zieht (Abb. 1). Solange, wie erwahnt, der Mittelwert des Anfangsrest-N 

nur um 3,37°, differiert, steigt dieser Unter- 








schied nach 24 Stunden infolge des gréBeren 
EiweiBabbaues der Leber nebennierenloser Tiere 
& . 510 
auf 14,51°>. 
7) : Da, wie erwahnt, Autolyseversuche nach 
AdTO/YSCQQUE” uD . ° ns ae ’ ° 
7. Schilddrisenfiitterung (Steppuhn und Mit- 
etary arbeiter), nach Insulinzufuhr [Simon und 
Autolyseverlauf (Mittelwert- gr - é oa ape e 
kurve). Weiner (7)] in gutem Einklang mit in vivo 


gemachten Erfahrungen mehrerer  Forscher, 
wie z. B. Boothby und Sandiford (8) im Falle der Schilddriise und 
Kiech und Luck (9) im Falle des Insulins, sind, glauben wir, daB 
auch ein vermehrter EiweiBabbau bei nebennierenlosen Tieren in 
vivo vorkommt und die eine Ursache fiir den erhéhten Rest-N im Blute 
bildet. Selbstverstindlich ist mit diesen Versuchen unerwiesen, ob 
diese Wirkung der Adrenalektomie primar ist, also infolge des Mangels 
an Nebennierenhormon der Leberzellen zutage kommt, oder nur eine 
sekundare indirekte, vielleicht iiber die Schilddriise hervorgerufene 
Erscheinung ist. 


Den zweiten Teil unserer Untersuchungen bildeten Acetaldehyd- 
bildungsversuche an Muskeln nebennierenloser Katzen. Wie bekannt, 
ist der Acetaldehyd seit den Versuchen von Neuberg und Mitarbeitern 
als wichtiges Abbauprodukt besonders der Kohlenhydrate erkannt 
worden, dessen Bildung, wie von Neuberg, Strauss, Gottschalk und Simon 
erwiesen wurde, auch von den Hormonen beherrscht wird. Unser 
Ziel bei Anstellung dieser Versuche war, ein Bild iiber die Ver- 
brennung des Zuckers an solchen nebennierenlosen Tieren zu erhalten, 
die die beiderseitige Operation nicht lange tiberleben kénnen. 

In der Literatur sind unseres Wissens Versuche, die mit der Ver- 
brennung des Zuckers sich befassen, nur an Ratten angestellt. an Tieren 
also, die Adrenalektomie iiberleben kénnen. Asher und Nakayama (10) 


sowie kiirzlich Arvay und Verzar (11) fanden iibereinstimmend in Gas- 
wechselversuchen, da nebennierenlose Ratten per os gegebenen Zucker 
ebenso verbrennen kénnen wie normale. Die Nebenniere der Ratte scheint 
daher keinen merklichen Einflu8 auf den Kohlenhydratstoffwechsel zu 
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haben. .,Vielleicht gehért dieser Umstand schreibt Nakayama mit 
zu den Bedingungen, weshalb die Entfernung der Nebenniere so gut 
von Ratten vertragen wird.* 


Unsere Versuche an Katzen gestalteten sich folgendermaBen. 
Wir téteten die Tiere mit einigen Ausnahmen in einem Zustande, wenn 
schon die Insuffizienz geniigend deutlich war, durch Verbluten ohne 
Narkose. Kontrolltiere wurden ebenso behandelt. Muskelgewebe wurde 
von den hinteren Extremitaéten gesammelt und durch die Fleisch- 
maschine geschickt. 50g Muskelgewebe wurden in einem ELrlenmeyer- 
Kolben mit dreifacher Menge phosphatgepuffertem Ringer (py 7,0) 
versetzt. 3g Calciumsulfit dienten in jedem Versuch zum Acetaldehyd- 
abfang. Die Ansatze blieben langere Zeit, 15 bis 18 Stunden, im Thermo- 
staten. Auch 5cem Toluol wurden zu jedem Ansatz gegeben. Wir 
untersuchten die Acetaldehydbildung bei den normalen wie bei den 
nebennierenlosen Tieren teils ohne Zugabe, teils mit Zusatz von 0,5 g 
Glykogen zu jedem Ansatz. Nach Ablauf der erwahnten Zeit bestimmten 
wir den Acetaldehyd nach der Methode von Neuberg in der von uns 
gemachten Modifizierung, die ein rascheres Arbeiten als die Original- 
vorschrift erméglicht [Simon und Blazsé (12). 


Uber die erhaltenen Werte berichten wir in der Tabelle 11. 


Tabelle Il. 


Acetaldehydbildung bei nebennierenlosen Tieren. 





mg Acetaldehyd Diferenz 
Nr. : 
ohne 0,5 g : 
Glykogenzusatz Glykogenzusatz me 

14 1,276 1,364 0,088 6,88 
15 0.484 0,396 - 0,088 — 18,18 
16 0,748 0,792 0,044 5,88 
23 0,638 0,638 0,000 0,00 
25 0,550 0,704 0,154 28,00 
26 0,880 1.520 0.440 50.00 
31 0.528 0,616 0,088 16,66 
37 0,418 0.418 0,000 0,00 
38 Spuren Spuren 0,000 0.00 


Wirft man einen Blick auf die Acetaldehydwerte, die ohne Glykogen- 
zugabe zum Muskel nebennierenloser Tiere zu erhalten waren, so 
bemerkt man, da diese Muskel Acetaldehyd zu bilden imstande sind. 
Man begegnet aber oft héheren Werten bei Muskeln normaler Tiere. 
So ist z. B. der Acetaldehydwert iiber 0,6 mg nur in vier Versuchen 
aus neun bei den nebennierenlosen Tieren zu finden. Bei den Kon- 
trolitieren iibersteigen neun Fille aus zehn diesen Wert. Im all- 
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gemeinen sind die Acetaldehydwerte mit den an normalen Kaninchen- 
muskeln gefundenen iibereinstimmend (Utewsky, Simon). 


Gibt man nun Glykogen zu den Ansitzen, untersucht man also 
die Acetaldehydbildung wirklich aus Kohlenhydraten — denn die 
Versuche ohne Glykogenzugabe kénnen nicht unbedingt auf Kohlen- 
hydratverbrennung zuriickgefiihrt werden, da Acetaldehyd auch aus 
Nichtkohlenhydraten entstehen kann —, dann beobachtet man, daB 
die nebennierenlosen Muskeln dieses Glykogens meistens in viel ge- 
ringerem Mafe, oft aber iiberhaupt nicht, zu Acetaldehyd abzubauen 
imstande sind als normale Muskeln. Bei nebennierenlosen Tieren tritt 
eine iiber 20°, gehende Vermehrung der Acetaldehydbildung nur in 
zwei Fallen aus neun hervor, bei den normalen Tieren aber in sieben 
aus zehn. 

In drei Versuchen aus 19 erhielten wir auf Glykogenzugabe kleinere 
Werte als ohne dieses Mittel. Wahrscheinlich handelt es sich in diesen 
Versuchen um Versuchsfehler. Ungeachtet dieser Erscheinung teilen 
wir in unserer Tabelle auch die Werte dieser Versuche mit. 


Tabelle Ill. 


Acetaldehydbildung bei normalen Tieren. 





mg Acetaldehyd Differenz 
Nr. - - _ — pn 
ohne 05g 
Glykogenzusatz Glykogenzusatz = 

14 1,342 1,694 0,352 26,22 
16 0,638 , (0,814 0,176 27,58 
18 0,924 0,616 — 0,308 ' — 33,33 
23 0,792 0,924 0,132 16,66 
25 0,706 1,364 0,658 93,20 
27 0,748 1,122 0,374 50,00 
28 1,276 1,188 — 0,088 — 6,89 
33 0,506 0,946 0,440 86,95 
34 0,748 0,990 0,242 31,01 
35 0,660 0,814 0,154 23,33 


Diese unsere Ergebnisse kénnen wir nicht anders erklaren als mit 
der sehr wahrscheinlichen Annahme, daB Katzen, die Adrenalektomie 
nicht iiberleben kénnen, ganz anders betreffs Kohlenhydratabbaus sich 
verhalten als diesen Eingriff leicht vertragende Ratten. Der Kohlen- 
hydratabbau ist bei nebennierenlosen Katzen geschwacht, zugesetztes 
Glykogen wird viel schlechter zu Acetaldehyd abgebaut als bei 
normalen Tieren dieser Gattung. 

Die véllige Klarung des Kohlenhydratabbaues bei diesen neben- 
nierenlosen Tieren erfordert selbstverstandlich noch viel Arbeit. Wir 
haben zu dieser Frage nur einen ersten Beitrag geliefert. 
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Zusammenfassung. 

1. Die Leberautolyse nebennierenloser Katzen ist gegeniiber den 
Kontrolltieren in jedem untersuchten Falle vermehrt. 

2. Die Acetaldehydbildung aus Glykogen ist bei den Muskeln 
nebennierenloser Katzen geschwiicht, woraus auf eine auch in vivo 
vorkommende Verschlechterung der Kohlenhydratverbrennung bei 
diesen Tieren gefolgert wird. 
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Uber die Bildung von Acetoin 
durch Termobakterium mobile Lindner. 


Von 
Béla Tank6é (Debrecen). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1932.) 


Das Wesen der Bildung von Acyloinen ist, was die Erzeugung 
dieses Kérpers mittels Hefe anlangt, von C. Newberg und Mitarbeitern? 
aufgeklart. Speziell das Acetyl-methyl-carbinol, das man nach Ver- 
feinerung der Erkennungsmethoden jetzt 6fter in Naturprodukten nach- 
weist, tritt nicht selten im Stoffwechsel von Bakterien auf; es begleitet 
andere durch die Mikroben erzeugten Verbindungen. Als Quelle des 
Acetoins kann auf Grund der erwahnten Untersuchungen der carboli- 
gatischem ZusammenschluB unterwortene Acetaldehyd gelten, der ein 
Durchgangsglied beim Abbau der Kohlenhydrate (und vielleicht auch 
anderer Stoffe*) ist. Die Verhaltnisse fiir die Acyloinproduktion bei 
Bakterien liegen nicht so klar wie bei der Hefe, obgleich die Bakterien- 
wirkung seit Grimberts Entdeckung vielfach studiert wurde (Desmots, 
Farnsteiner, Browne, Kling, Lemoigne, Harden, Kluyver u.a.). Uber den 
Mechanismus der Acyloinbildung im Stoffhaushalt der Bakterien ist die 
erste Untersuchung vor einigen Jahren an einem Erreger der Essiggirung 
vorgenommen. Mit einem typischen Vertreter derselben, dem B. ascen- 
dens, erhalt man, wie 7’. Kitasato® im hiesigen Institut dartat, Acetoin 
bei der Vergérung von Brenztraubensaure, und zwar sowohl aus Brenz- 
traubensaure allein als in Garansaitzen, denen auBer Brenztraubensdure 
Acetaldehyd besonders zugefiigt war. 


' Zusammentassung der Arbeiten seit 1921 siehe bei C. Newberg u. 
M. Kobel, in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente 3, 1329, 1928. 

2 Vgl. hierzu C. Newberg, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 29, 279, 1910; 
67, 71 u. 77, 1914; O. Riesser, H. 196, 201, 1931; A. Hoffmeister, H. 205, 
183, 1932. 

3 7. Kitasato, diese Zeitschr. 195, 118, 1928; dieses Ergebnis haben 
jiingst S. Hermann u. P. Neuschul (ebendaselbst 246, 446, 1932) bestatigt 
und gezeigt, daB den Essigbakterien recht allgemein die Fahigkeit zum 
carboligatischem Aufbau von Acetoin aus Pyruvinat und Lactat zukommt. 
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Im Termobakterium mobile Lindner ist nun ein Erreger bekannt 
geworden, der fast genau nach der Girungsgleichung Zucker in Athyl- 
alkohol und Kohlendioxyd zerlegt. Wie C. Newberg und M. Kobel! 
gefunden haben, enthalt dieses Bakterium Carboxylase und andere 
Teilfermente, die zum vollstandigen zymatischen Apparat gehéren. Es 
liefert nach den Feststellungen der genannten Autoren auch leicht 
Acetaldehyd. 

Auf Veranlassung von C’. Newberg habe ich nun geprift, ob dieses 
von den Essigbildnern ganz verschiedene Kleinlebewesen imstande ist, 
aus Zucker in Gegenwart von Acetaldehyd Acetoin hervorzubringen. 

Dies ist, wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht, der Fall. 
Sowohl mit heranwachsenden Mikroben als bei Verwendung von Massen- 
kulturen JaBt sich die Entstehung von Acetoin leicht nachweisen. 

Ohne da besonderer Wert auf Ausgestaltung der Versuchs- 
anordnung gelegt wurde, konnte ich rund 40°, des zugefiigten Acet- 
aldehyds in Acetoin tiberfiihren. Dieser Ertrag, der sich durch Ver- 
anderung der Bedingungen sicher steigern liebe, verbiirgt, dab der 
genannte Erreger reichlich Acetyl-methyl-carbinol zu produzieren 
vermag. Das Acetoin wurde nachgewiesen in Gestalt seines p-Nitro- 
phenylosazons, ferner durch Darstellung des bisher nicht bekannten 
2, 4-Di-nitrophenylosazons sowie durch Uberfiihrung in  Diacety! 
nach Lemoigne-van Niel?. 

2, 3-Butylenglykol konnte ich niemals autfinden; es scheint, daB 
sich dieses zugehérige Glykol nur unter den Bedingungen der phyto- 
chemischen Reduktion® oder bei ,,Wasserstoffgirungen’’ vom Typus 
der Zuckerspaltung durch B. coli, B. lactis aerogenes und dergleichen 
ansammelt. 

Auszug aus den Protekollen. 
Versuch 1. 

250 cem gehopfte Wiirze (6° Bllg.) wurden nach vorheriger Klarung 
mit 3°, Saccharose sowie 10°, Glucose versetzt und sterilisiert. © Hinzu 
kamen 20 cem einer Suspension von Termobakterium mobile, die durch 
Abschwemmung einer 2 Tage bei 30° gewachsenen Flaschenkultur bereitet 
war. Nach 48stiindiger regelmaBiger Vergarung wurden unter Wahrung 
der Keimfreiheit 75 ccm einer 2,4°,igen Acetaldehydlésung | 18g Acet 
aldehyd) in kleinen Anteilen waihrend mehrerer Stunden hinzugefiigt. Als 
am nachsten Tage die Kohlendioxydentwicklung versiegt war, schritt ich 
zur Aufarbeitung. 

Das Gesamtvolumen des Gargutes betrug 345 ccm. Qualitative Proben 
zeigten, daB noch unvergorener Zucker vorhanden war. 10 cem Reaktions- 
gemisch wurden mit 10cem 20° ,iger FeCl,-Lésung destilliert. Erhalten 


' ©. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 248, 451, 1931; 247, 246, 1932. 

2 OC. B. van Niel, diese Zeitschr. 187, 472, 1927. 

3 OC. Neuberg u. F. F. Nord, B. 52, 2248, 1919; C. Neuberg u. M. Kobel, 
diese Zeitschr. 160, 250, 1925; G. Nagelschmidt. diese Zeitsehr. 186, 317, 1927. 
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wurden 52mg Nickel-dimethylglyoxim 31,72 mg Acetoin. Fir den 
Gesamtansatz ergibt sich somit ein Gehalt von 1,173 g an Acetoin. Bei 
Berechnung auf den zugesetzten Acetaldehyd entspricht diese Menge eine1 
Ausbeute von 32,58°,. 

Im Destillationsriickstand wurde auf 2, 3-Butylenglykol vergebens 
gefahndet. 

300 com Gargut wurden nunmehr mit 150 cem 20° iger FeCl,-Lésung 
destilliert, bis alles Diacet yl iibergetrieben war. Das Volumen des Destillats 
belief sich auf 250 cem. 

Je 125cem wurden 

a) mit einer heiBen Losung von 6 g p-Nitrophenylhydrazin in 180 cem 

verdiinnter Essigséure, 

b) mit einer heiBen Lésung von 8g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in 

480 cem 2n HCl versetzt und 1 Stunde im Wasserbad erwarmt. 

Der mit p-Nitrophenylhydrazin ausgefallte Niederschlag war zunachst 
gelblich und wurde beim Kochen rot; mit Di-nitrophenylhydrazin-chlor- 
hydrat entstand eine gelbbleibende Fallung. Die Niederschlage wurden 
heiB abgesaugt und mit Essigséure bzw. HCl ausgewaschen. Zur Ent- 
fernung von Verunreinigungen wurden sie mit je 500 cem 94° ,igem Alkohol 

4 Stunden am RiickfluBkiihler ausgekocht, hei®B abgesaugt, mit siedendem 
Alkohol und darauf mit Ather behandelt, sowie schlieBlich im Vakuum- 
exsikkator tiber H,SO, und Paraffin getrocknet. 

Die Rohausbeute am p-Nitrophenylhydrazin-derivat war 2,66 g, an 
der Di-nitro-verbindung 2,89 g. Bei raschem Erhitzen schmolz das p-Nitro- 
osazon bei 324°, das 2, 4-Dinitro-osazon bei gleichfalls 324° (korr.). 

Zur Analyse wurde das p-Nitro-osazon einmal aus Pyridin-Eisessig, 
und darauf aus Nitrobenzol, das 2, 4-Di-nitro-osazon zweimal aus Nitro- 
benzol-Fisessig umkristallisiert. Die p-Nitro-verbindung bestand aus feinen, 
roten Nadeln vom F. 328°, die Di-nitro-verbindung aus orangegelben, 
sehr kleinen Nadelchen vom F. 327°. 


Acetoin-p-nitrophenylosazon. 
2,343 mg Substanz: 0,4718cem N (22°, 770mm, 50°, KOH). 
CygHigN,O,. Ber.: N = 23,60%, gef.: N = 23,61%. 
(356,2) 
Acetoin-2, 4-di-nitrophenylosazon. 


4,841 mg Substanz: 7,668 mg CO, und 1,350 mg H,O. 


2,740 ,, ‘e 0,5880 cem N (22°, 770mm, 50°, KOH). 
C,.HyN,O,. Ber.: C = 43,03%, H = 3,16%, N = 25,12; 
(446.2) gef.: C = 43,20°, H = 3,12%, N = 25,16°%. 


Versuch 2. 


Durch dreitagige Ziichtung bei 30° auf 22 Liter Nahrfliissigkeit wurde 
eine 11,2g Trockensubstanz entsprechende Bakterienmenge geerntet. 
Diese wurde abzentrifugiert, gewaschen und in '/, Liter sterilem Leitungs- 
wasser aufgeschwemmt. 


Bakteriensuspension ........... . 500ccm, 
We Ge Oe eG 5 Me peerage, ome wi SED yi 
25°,ige Glucoselésung (= 40g Glucoe) . . . 160 
Phosphatpuffer (pp = 6,8) ......... 10,4, 
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wurden bei 30° zur Garung gebracht. Nach etwa 2'), Stunden begann ich 
mit dem Zusatz von 1,58 g Acetaldehyd (2.6°,,ige Lésung) in kleinen Por 
tionen. Am nachsten Tage war die Garung erloschen und der Zucker fast 


vollkommen verschwunden. Das Gesamtvolumen des Ansatzes machte 
SI13cem aus. 100cem Zentrifugat dienten zur quantitativen Acetoin 


bestimmung. Erhalten wurden 0,1257 g Nickel-dimethylglyoxim — 0.0767 g 
Acetoin. Fiir den Gesamtansatz berechnen sich daraus 0.6213 g¢ Acetoin, 
d.h. auf zugefiigten Aldehyd bezogen 19,65°,, der Theorie. 

Die Suche nach Butylenglykol verlief wiederum negativ. 

Die durch Zentrifugieren abgetrennten Bakterien wurden auf Gar- 
vermégen und Lebensfahigkeit gepriift: Mit Glucose und Saccharose trat 
starke Vergirung ein; abgeimpfte Proben erwiesen sich als véllig rein und 
wuchsen ungeschwacht weiter. 

500 cem Zentrifugat wurden mit Kisenchlorid destilliert, das Volumen 
des Destillats betrug 340cem. Eine Halfte wurde zur Darstellung des 
p-Nitro-, die andere zur Gewinnung des 2, 4-Di-nitro-osazons verwendet. 
Die Rohausbeute war beim p-Nitro-osazon 0,728 g, beim Di-nitro-osazon 
0,889 g. Auskochen mit Alkohol bewirkte keine gesteigerte Keinheit. 
Beide Substanzen besaBen den richtigen Schmelzpunkt. 


Versuch 3. 


1 Liter Wiirze mit 3°,, Glucose wurde mit 20 cem frischer Bakterien- 
suspension (s. 8S. 484) beimpft. Es fand nur maéBige Garung statt. Nach 
3 Tagen wurden noch 100 cem 10°, iger Glucoselésung und 50 cem Wiirze 
zugefiigt, doch wurde die Giarung nicht wesentlich gesteigert. Darauf 
wurden wahrend mehrerer Stunden 300cem 10°,ige Glucoselésung, die 
1”., Acetaldehyd enthielten, zugegeben. Am folgenden Tage war Zucker 
noch reichlich anwesend. In 50cem GaArfliissigkeit wurden 56 mg Acetoin 
gefunden. Fiir den Gesamtansatz berechnen sich daraus 1,62 g Acetoin, 
was einer Ausbeute von 27°, gleichkommt. Nach einem weiteren Tag 
lieferte die Bestimmung mit 50 eem GaArfliissigkeit 73,2 mg Acetoin. Daraus 
ergibt sich, daB insgesamt 2,12 g Acetoin 35,.3°,, der Theorie vorhanden 
waren. Bei weiterem 24-stiindigen Zuwarten hatte die Acyloin-synthese 
den Betrag von 39°, erreicht. Butylenglykol fehlte auch in diesem Ansatz. 








Spaltung der Glucose-schwefelsiure 
und Saccharose-schwefelsiure durch Bakteriensulfatase. 


Von 
Béla Tanké. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Eingegangen am 20. Januar 1932. 
gegan ) 


Die Sulfatase, das von C. Neuberg und K. Kurono! entdeckte 
Ferment, ist dadurch gekennzeichnet, daB es aus den Salzen der Ester- 
schwefelsauren Sulfat abspaltet. Die enzymatische Natur des Vorgangs 
steht auBer Zweifel und wird zudem dadurch bekraftigt, daB die Sul- 
fatase eine asymmetrische Hydrolyse” geeigneter Substrate herbeifiihrt. 
Die Sulfatase von Aspergillus oryzae sowie die dann von C. Neuberg 
und E. Simon* auch in tierischen Organen aufgetundene Sulfatase 
zerlegen nach den bisherigen Erfahrungen‘ Ester-schwefelsaéuren der 
aromatischen Reihe (im weitesten Sinn) leicht und in groBem Umfange, 
dagegen einfache aliphatische Ester-schwefelsiuren nicht oder nur 
schwach. 

Vor einiger Zeit haben C. Neuberg und E. Hofmann® in einem 
Bakteritum aus der Gruppe des Bacterium fluorescens non liquefaciens 
eine Sulfatase gefunden, die befahigt ist, die zur aliphatischen Reihe 
gehérige Chondroitinschwefelsdure zu spalten. Dasselbe Enzym ist ohne 
Wirkung auf aromatische Ester-schwefelséuren, greift aber auf die 
Ester-schwefelsduren der Senfélglucoside iiber, die bemerkenswerterweise 
durch tierische Organe® ebenfalls sulfatatisch gespalten werden. Ein 
aus tierischem Material stammendes Enzym, naimlich das aus der 


1 C. Neuberg u. K. Kurono, diese Zeitschr. 140, 295, 1923. 
2 Cl. Fromageot, ebendaselbst 208, 482, 1929. 

3 CO. Neuberg u. E. Simon, ebendaselbst 156, 365, 1925; vgl. auch 
J. Wohlgemuth u. Y. Nakamura, ebendaselbst 175, 226, 1926. 

4 C. Neuberg u. J. Wagner in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der 
Fermente 8, 760, 1928. 

5 C. Neuberg u. E. Hofmann, Naturw. 19, 484, 1931; diese Zeitschr. 
284, 345, 1931. 

® C. Neuberg u. J. Wagner, Zeitschr. f. exper. Med. 56, 334, 1927. 
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japanischen Schneckenart Eulota, ist nach einer neuerlichen Beob- 
achtung von 7’. Soda und Ch. Hattori! imstande, auch einen aliphati- 
schen K6rper zu zersetzen, namlich die Glucoseschwefelsiure, cic 
T. Soda friiher im hiesigen Institut synthetisch bereitet hat? 

Zu untersuchen war, ob sich die aus Bakterien gewinnbare Chondro- 
sulfatase auf einfache Ester-schwefelsduren der Kohlenhydrate einzustellen 
vermag, die ja eine Verwandtschaft mit der Chondroitinschwefelsiure 
besitzen. 

Die Versuche lehren, da dies tatsaichlich der Fall ist. Sowohl 
Glucose-schwefelsdure als Saccharose-schwejfelséure werden in Form ihrer 
Salze von der Chondro-sulfatase zerlegt. Im Falle der Rohrzucker- 
schwefelsiure erlangt die anfangs nicht reduzierende Fliissigkeit eine 
starke Reduktionskraft gegentiber Fehlingscher Mischung, da Hydrolyse 
des Rohrzuckeranteils durch gleichzeitig anwesende Invertase vor sich 
geht. 

Der Grad der Spaltung betrug, soweit die bisherigen Ergebnisse 
reichen, bei der Glucose-schwefelsiure 53°,, bei der Rohrzucker- 
schwefelsiure rund 29°,. Unter den experimentellen Bedingungen 
waren die Substrate selber vollkommen bestandig, so aa® der fermen- 
tative Verlauf der Reaktion sicher ist. 

Die Wirkung der Chondro-sulfatase aus Bakterien erstreckt sich 
also auf alle bisher gepriiften Kohlenhydratverbindungen. Sie unter- 
scheidet sich dadurch von der Pheno-sulfatase, die aromatische| Gebilde 
bevorzugt. Ob die einzelnen aliphatischen Ester-sulfate durch die selbe 
Sulfatase hydrolysiert werden oder ob in der Chondro-sulfatase ein 
Gemisch homologer Enzyme _ vorliegt, werden ‘Trennungsversuche 
entscheiden kénnen. 

Experimentelles. 


I. Substrate. 


Die Darstellung der Barium-salze der Glucose-mono-schwefelsdure und 
der Saccharose-mono-schwefelsdure erfolgte im wesentlichen nach den bei 
T. Soda (a. a. O.) gemachten Angaben. Fiir das gesteckte Ziel, den Nachweis 
der Spaltbarkeit durch Sulfatase, war die Verwendung absolut reiner Sub 
stanzen nicht unbedingt erforderlich; daher wurde zumeist das _ ,,Roh- 
produkt** von glucose-mono-schwefelsaurem Barium keiner Reinigung 
iiber das Brucin-Salz unterworfen, sondern wie die analoge Saccharose- 
verbindung aus wisseriger Lésung durch Eintropfen in Alkohol umgefallt. 
Beide ester-schwefelsauren Salze waren vollig frei von anorganischem Sulfat, 
sie enthielten Barium und Schwefel im aquivalenten Mengenverhaltnis. 
Das Glucose-derivat reduzierte kraftig Fehlingsche Mischung (nach Uber- 
fiihrung in das Natriumsalz mittels Na,CO, oder Na,SO,), wahrend das 
Ester-sulfat des Rohrzuckers auch nach langerem Kochen nicht reagierte. 


1 T. Soda u. Ch. Hattori, Proc. Imp. Akad. Tokio 7, 269, 1931. 
2 T. Soda, diese Zeitschr. 135, 621, 1923. 
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II. Enzym-material. 


Zu meinen Versuchen diente der Erreger, der von C. Neuberg und 
E. Hofmann (a. a. O.) auf einer Nahrl6sung von chondroitinschwefelsaurem 
Natrium eingefangen und reingeziichtet worden war. Die Kultivierung der 
Bakterien und die Herstellung eines Alkohol-Ather-Trocken-praparats 
geschah in der von Neuberg und Hofmann beschriebenen Weise. Eine 
Massenziichtung auf 60 groBen Petri-Schalen lieferte 8,5 bis 9g Trocken- 
material. 

III. Qualitative Proben auf Sulfatase-Wirkung. 


Je 0,25g glucose- bzw. saccharose-mono-schwefelsaures Barium 
wurden in 20,0cem H,O gelést und tropfenweise mit soviel 10° ,iger Na,C O,- 
Losung versetzt, daB kein BaCO,-Niederschlag mehr entstand. Darauf 
wurde im MeB8kolben auf 25,0 ccm aufgefiillt, filtriert, und das Ba’’- und 
S$ Oj -freie Filtrat mittels einiger Tropfen Phosphorsiure auf po = etwa 7,2 
gebracht. Je 20cem Natriumsalzlé6sung wurden mit 0,2 g Enzympraparat 
und 0,5cem Toluol im Brutschrank bei 37° unter 6fterem Schiitteln auf- 
bewahrt. 

Nach 48 Stunden wurden von beiden Ansitzen je 8ccm mit einigen 
Tropfen Essigséure kurz aufgekocht und vom ausgefallenen EiweiB ab- 
filtriert. Im klaren Filtrat lieB sich mit BaCl, anorganisches Sulfat nach- 
weisen, das nach dem Abzentrifugieren und Auswaschen durch seine Un- 
léslichkeit in heiBer Salzsdure charakterisiert wurde. Die Sulfat-abspaltung 
war nach weiteren 48 Stunden deutlich vermehrt. 

Als Kontrollen dienten erstens wasserige Lésungen der zuckerschwefel- 
sauren Natrium-salze, die mit einigen Tropfen Essigsaure, 1cem BaCl,- 
Lésung sowie Toluol versetzt und im Brutschrank bei 37° belassen wurden. 
Die Fliissigkeiten blieben vollkommen klar; anorganisches Sulfat war in 
keinem Falle entstanden. 

Als weitere Kontrollen wurden die Ferment-praparate allein in wasseriger 
Lésung mit Toluol im Brutschrank bei 37° digeriert. In den eiweiBfreien 
Filtraten lieBen sich minimale Spuren abgespaltenen Sulfats nachweisen. 
Fir die quantitativen Versuche wurden daher derartige Kontrollen an- 
gesetzt; die aus dem Enzym stammende Sulfatmenge war jedoch so 
auBerordentlich klein, daB sich eine Korrektur eriibrigte. 


IV. Quantitative Versuche. 


Die Versuche wurden sowohl mit den Barium- als mit den Natrium- 
salzen durehgefiihrt. Zuniéchst wurde immer das Substrat in warmem 
Wasser gelést; hinzu kam auBer Toluol das Enzym-praparat bzw. eine 
Suspension desselben in Wasser, die zuvor in einer Reibschale hergestellt 
war. Die voraufgehende Bereitung einer Aufschwemmung des Ferments 
in Wasser erwies sich als zweckmaéBig. da alsdann unmittelbar nach An- 
stellung des Versuchs ein aliquoter Teil zur Anfangsbestimmung ent- 
nommen werden konnte. Bei Zugabe des Ferments in fester Form lieB sich 
eine homogene Verteilung erst nach langerer Zeit erreichen. 

In den Fallen, in denen die Ansiéitze auch CaCO, als Bodenkérper 
enthielten, wurde dieser und damit auch der gréBte Teil des EiweiBes 
zunichst durch Zentrifugieren entfernt. Darauf wurde eine aliquote Portion 
des noch triiben Zentrifugats (etwa Sccm) mit 0,5cem Essigséure an- 
gesduert, nach Zusatz von 1,5 cem BaCl,-Lésung | bis 2 Minuten ins siedende 
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Wasserbad gebracht und nach erfolgter EiweiBkoagulation rasch abgekiihlt'!. 
Nach Auffiillung auf ein bestimmtes Volumen wurde das Gemisch durch- 
geschiittelt und nach etwa 15 Minuten filtriert. 

Bei Ansaétzen ohne Bodenkérper wurde ein aliquoter Teil der homogenen 
Suspension unmittelbar in einen MeBkolben einpipettiert, nach Verdiinnung 
durch Wasser mit Essigsiéure und BaCl, vermischt, 1 bis 2 Minuten im 
siedenden Wasserbade erhitzt und, wie oben beschrieben, weiter behandelt. 

In den eiweiBfreien klaren Filtraten wurde das unzerlegt gebliebene 
Ester-sulfat durch Hydrolyse mit HCl ermittelt. Dieses indirekte Verfahren, 
das bereits in den Untersuchungen mit Pheno-sulfatase* erfolgreich ver- 
wendet war, bewahrte sich auch in dem vorliegenden Falle, da die Zucker- 
schwefelsiure-ester durch HCl bei 100° quantitativ zerlegt werden, wovon 
ich mich durch vergleichende Analysen (nach der Methode der Soda- 
Salpeter-Schmelze) tiberzeugt habe. 

15 bis 25 ccm des eiweiBfreien Filtrats wurden in weite kurze Reagenz- 
gliser von 50ccm Inhalt einpipettiert, dann wurden etwa 8 ccm starke 
Salzsiure sowie wenige Tropfen konzentrierte HNO, hinzugefiigt. Die 
Glaser wurden darauf in einem passenden Gestell etwa 5 bis 6 Stunden im 
siedenden Wasserbade belassen. Eventuell auftretende dunkelgefirbte 
Stoffe wurden durch weitere Zugabe einiger Tropfen HNO, zerstért. Nach 
Beendigung des Erhitzens wurde mit Wasser stark verdiinnt, der grob- 
kérnige BaSO,-Niederschlag abfiltriert, bis zur Cl- und NO,-Freiheit aus- 
gewaschen, getrocknet und zur Wagung gebracht. 


A. Versuche mit den Barium-salzen. 
1,125g glucose-schwefelsaures Barium, 
2.7 g Ferment-praparat, 
75cem H,O, 
2cem Toluol, 
lg CaCQs. 

2. 0,75 g saccharose-schwefelsaures Barium, 
2,7 g Fermentpraparat, 
75cem H,O, 
2cem Toluol, 
lg CaCOy. 
Tabelle I. 





Als BaSO, bestimmtes 


Ester-sulfat in 16 cem Filtrat Spaltung in 0 
Zeit = 8eem Versuchslisung 
in mg 

1 2 1 2 

MN Se ia 47,2 51,8 0 0 
Nach 2 Tagen... . 36,0 48.0 23,7 7.3 

” ~ oe See 31,4 464 33,5 10, 
ee iow 29,2 46,2 58,1 10,8 
“A. eee 22,0 46,0 53,4 11,2 


1) Diese VorsichtsmaBnahme war nicht durchaus notwendig, da die 
Substratlésungen auch etwas lingeres Erwirmen mit verdiinnter Essigséure 
vertrugen. 

2) O. Neuberg u. E. Simon, a.a.O.; L. Rosenfeld, diese Zeitschr. 157, 
434, 1925; C. Neuberg u. J. Wagner, ebendaselbst 161, 492, 1925. 
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B. Versuche mit den Natrium-salzen. 


1. Die wasserige Lésung von 1 g glucose-schwefelsaurem Barium bzw. 
0,6 g¢ saccharose-schwefelsaurem Barium wurde im 40-cem-MeBkolben mit 
der gerade nétigen Menge verdiinnter Na,SO,-Lésung versetzt, zur Marke 
aufgefiillt und filtriert. In den klaren Filtraten war. die SO-Reaktion 
gainzlich negativ. 

4,5g Fermentpriparat wurden mit 80cem H,O und 3cem Toluol 
verrieben, und je 35 ccm dieser Suspension wurden mit je 22 cem der Ester- 
sulfat-lésungen zusammengebracht. Das pu war bei Versuchsbeginn — 7,2, 
nach 18 Stunden 6,7. Durch vorsichtige Zugabe von festem NaHCQ, 
wurde das pu auf 7,4 eingestellt. Bei Beendigung des Versuchs war das px 
unverandert. 


Tabelle Il. 





Als BaSO, bestimmtes 


Ester-sulfat in 26 cem Filtrat : » te 2 
Zeit = 7ecm Versuchslisung aS he 
in mg 
. ne: ie , 2 a see ie » aed 
Anfangs. . . 27,7 26,8 0 0 
Nach’3 Tagen 18.1 20,2 34,7 24.6 
« . 14,2 18,9 48,7 29.5 


2. Je 27cem der wie bei 1. erhaltenen Natrium-ester-salz-lé6sungen 
wurden mit je 35cem einer Suspension, die in 100 cem H,O 7 g Ferment- 
praparat enthielt, und mit 1,8 ccm Toluol zusammengebracht. Das px war 
in Probeversuchen bei Versuchsbeginn 7,2, nach 5 Tagen 6,2 bzw. 6,5. 
Durch vorsichtige Zugabe von festem NaHCO, wurde das px in den 
Hauptansatzen wihrend der Versuchsdauer auf 7,0 gehalten. 

Zur Kontrolle wurden 27 ccm Fermentpraparat-suspension mit 21 ecm 
H,O und 1,5 cem Toluol versetzt. Anfangs- und Endbestimmungen ergaben 
keine analytisch erfaBbaren Mengen Sulfat. Zur Kontrolle angesetzte 
wasserige Lésungen simtlicher Ester-sulfate allein blieben, wie qualitative 
Priifungen sowie indirekte Analysen lehrten, vollkommen ungespalten. 


Tabelle III. 





Als BaS O, bestimmtes 


Ester-sulfat in 26 ccm Filtrat Spaltung in °/, 
Zeit = 8ccm Versuchslisung 
in mg 
zi : ‘ea a 2 t 1 ts c, i 

ee ce 31,1 31,6 0 0 
Nach 2 Tagen... . 24,2 25,9 22,2 18,0 
gt eee tae eae 21,8 25,0 29,9 20,1 
th ae re 16,8 22.6 46,0 28.5 
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